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A	  continuación	  se	  recoge	  la	  relación	  de	  abreviaturas	  que	  aparecen	  en	  el	  texto.	  En	  
ocasiones	   se	  ha	  mantenido	   la	   correspondiente	   abreviatura	   y	  definición	   en	   inglés	  
debido	  a	  su	  mayor	  uso	  en	  el	  lenguaje	  científico:	  
	  
Abreviatura	   Definición	  
ABCA1	   Transportador	  dependiente	  de	  ATP	  A1	  	  
ABCG1	   Transportador	  dependiente	  de	  ATP	  G1	  
ADNc	   ADN	  complementario	  
ARNm	   ARN	  mensajero	  
ASCA	   Anticuerpos	  anti-­‐Saccharomyces	  cerevisiae	  
CEI	   Célula	  epitelial	  intestinal	  
COX-­‐2	   Ciclooxigenasa	  2	  
CU	   Colitis	  ulcerosa	  
CI	   Colitis	  inclasificable	  
CCR	   Carcinoma	  colorectal	  
DSS	   Sulfato	  dextrano	  sódico	  
EC	   Enfermedad	  de	  Crohn	  
EII	   Enfermedad	  inflamatoria	  intestinal	  
ELISA	   Ensayo	  por	  inmunoabsorción	  ligada	  a	  enzimas	  
FAS	   Sintasa	  de	  ácidos	  grasos	  
FDA	   Food	  and	  Drug	  Administration	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HDL	   Lipoproteínas	  de	  alta	  densidad	  
IFI	   Inmunofluorescencia	  indirecta	  
IHQ	   Inmunohistoquímica	  
IL-­‐1R	   Receptor	  de	  interleucina	  1	  
IL	   Interleucina	  
IL10-­‐/-­‐	   Ratón	  deficiente	  en	  IL-­‐10	  
ILC	   Células	  linfoides	  innatas	  
iNOS	   Forma	  inducible	  de	  la	  óxido	  nítrico	  sintasa	  
JAM-­‐A	   Junctional	  adhesión	  molecule	  A	  
JNK	   Quinasa	  c-­‐Jun	  NH2-­‐terminal	  
KO	   Animal	  defectivo	  para	  un	  gen.	  Del	  ingles	  “knock	  out”	  
LDL	   Lipoproteínas	  de	  baja	  densidad	  
LPS	   Lipopolisacárido	  
LXR	   Receptor	  hepático	  X.	  Si	  no	  se	  hace	  distinción	  se	  refiere	  a	  
ambas	  isoformas	  α	  y	  β	  
MAP	  quinasas	   Proteína	  quinasas	  activadas	  por	  mitógenos	  
MDP	   Muramil	  dipéptido	  
MMP-­‐9	   Metalopeptidasa	  de	  matriz	  9	  
NF-­‐κB	   Factor	  nuclear	  potenciador	  de	  las	  cadenas	  ligeras	  kappa	  
en	  las	  células	  B	  
NOD2	   Dominio	   de	   oligomerizatión	   por	   unión	   de	   nucleótidos	  
que	  contiene	  la	  proteína	  2	  	  
PAMPS	   Patrones	  moleculares	  associados	  a	  patógenos	  
PLTP	   Proteína	  de	  transferencia	  de	  fosfolípidos	  
qPCR	   Reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  en	  tiempo	  real	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RN	   Receptores	  nucleares	  
RXR	   Receptor	  retinoide	  X	  
SCFA	   Ácidos	  grasos	  de	  cadena	  corta	  
SES-­‐CD	   Índice	   endoscópico	   simplificado	  para	   la	   enfermedad	  de	  
Crohn	  	  
SREBP1c	   Proteína	  de	  unión	  a	  elementos	  reguladores	  de	  esteroles	  
1c	  
siARN	   ARN	  pequeño	  de	  interferencia	  
SPF	   Organismos	  libres	  de	  patógenos	  específicos	  	  
STAT3	   Transductor	  de	  señal	  y	  activador	  de	  la	  transcripción	  3	  	  
TCR	   Transporte	  reverso	  de	  colesterol	  
TGF-­‐β	   Factor	  de	  crecimiento	  transformante	  β	  
TLR	   Receptores	  Toll-­‐like	  	  
TNBS	   2,4,6-­‐ácido	  sulfónico	  de	  trinitrobenzeno	  
TNFα	   Factor	  de	  necrosis	  tumoral	  α	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1 RESUMEN	  	  
	  
Título:	  Potencial	  diagnóstico	  y	   terapéutico	  de	   los	  receptores	  nucleares	  LXR	  en	   la	  
enfermedad	  inflamatoria	  intestinal	  	  
Introducción:	   El	   término	   enfermedad	   inflamatoria	   intestinal	   (EII)	   engloba	   un	  
conjunto	  de	  entidades	  que	  se	  caracterizan	  por	  la	  inflamación	  crónica	  del	  intestino,	  	  
como	   consecuencia	   de	   la	   interacción	   de	   factores	   genéticos,	   medioambientales	   y	  
microbianos.	   El	   receptor	  nuclear	  Liver	  X	  Receptor	   (LXR)	  ha	  mostrado	  una	   acción	  
anti-­‐inflamatoria	   en	   macrófagos	   en	   cultivo.	   Sin	   embargo,	   su	   relevancia	   en	   la	  
fisiología	  epitelial	  y	  en	  la	  patogenia	  de	  la	  EII	  no	  está	  establecida.	  	  
Hipótesis:	  	  
Hipótesis	   general:	   La	   vía	   de	   señalización	   LXR-­‐ABCA1	   tiene	   un	   papel	   anti-­‐
inflamatorio	   en	   el	   epitelio	   del	   colon,	   y	   la	   expresión	   epitelial	   de	   LXR	  puede	   estar	  
modificada	  en	  la	  EII.	  	  
Hipótesis	  específicas:	  i)	  El	  porcentaje	  de	  núcleos	  positivos	  para	  LXR	  en	  el	  epitelio	  
intestinal	   tiene	   capacidad	   diagnóstica	   o	   pronóstica	   en	   sujetos	   con	   EII.	   ii)	   La	  
estimulación	   de	   LXR	   con	   el	   agonista	   específico	   GW3965	   reduce	   la	   respuesta	  
inflamatoria	  inducida	  por	  la	  interleucina	  1β	  (IL-­‐1β)	  en	  el	  epitelio	  intestinal.	  
Objetivos:	  
1)	  Valorar	  el	  impacto	  diagnóstico	  y	  pronóstico	  de	  los	  cambios	  de	  LXR	  en	  la	  mucosa	  
de	   colon	   en	   una	   cohorte	   de	   pacientes	   con	   EII	   en	   sus	   tres	   subtipos	   principales:	  
colitis	  ulcerosa	  (CU),	  enfermedad	  de	  Crohn	  (EC)	  y	  colitis	  inclasificable	  (CI).	  	  	  
2)	  Analizar	  la	  expresión	  génica	  y	  proteica	  de	  LXR	  y	  sus	  genes	  diana	  en	  el	  colon	  del	  
ratón	  deficiente	  en	  IL-­‐10	  (IL-­‐10-­‐/-­‐).	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3)	   Estudiar	   el	   efecto	   de	   un	   estímulo	   inflamatorio	   sobre	   el	   epitelio	   intestinal	   en	  
cultivo	  celular,	  sobre	  la	  expresión	  de	  LXR,	  sus	  genes	  diana	  y	  quimiocinas.	  	  
4)	   Estudiar	   el	   efecto	   de	   la	   estimulación	   farmacológica	   de	   LXR	   sobre	   el	   epitelio	  
intestinal.	  	  
5)	   Valorar	   el	   efecto	   de	   la	   administración	   de	   un	   agonista	   farmacológico	   de	   LXR	  
sobre	   la	  expresión	  de	  quimiocinas	  de	  secreción	  de	  células	  epiteliales	   intestinales	  
en	  condiciones	   in	  vitro	  de	   inflamación	  epitelial,	  y	  así	  validar	  en	   la	  célula	  epitelial	  
intestinal	  los	  datos	  existentes	  en	  el	  macrófago.	  	  
6)	   Identificar	   el	   mecanismo	   del	   efecto	   anti-­‐inflamatorio	   del	   agonista	   de	   LXR	   en	  
cultivos	  celulares	  en	  condiciones	  inflamatorias.	  	  
7)	  Determinar	  el	  papel	  mediador	  de	  ABCA1	  sobre	  el	  efecto	  anti-­‐inflamatorio	  y	  anti-­‐
proliferativo	  del	  agonista	  de	  LXR.	  	  
Materiales	   y	   Métodos:	   Se	   utilizó	   una	   triple	   aproximación	   para	   lograr	   dichos	  
objetivos:	  	  
Muestras	   de	   pacientes	   con	   EII.	   Se	   incluyeron	   biopsias	   endoscópicas	   de	   mucosa	  
inflamada	   y	   endoscópicamente	   indemne	   de	   pacientes	   con	   EC,	   CU	   y	   CI,	   así	   como	  
controles	  sanos.	  Así	  mismo,	  se	  registraron	  sus	  variables	  demográficas	  y	  clínicas.	  Se	  
evaluó	   la	   inflamación	   endoscópica,	   histológica	   así	   como	   la	   actividad	   clínica	  
siguiendo	  índices	  validados.	  Se	  evaluó	  la	  presencia	  de	  LXR	  por	  medio	  de	  western	  
blot	  e	  inmunohistoquímica	  (IHQ).	  
EII	   experimental	   murina.	   Se	   utilizaron	   los	   ratones	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   como	   modelo	   de	  
ileocolitis	  crónica,	  que	  fueron	  sacrificados	  cuando	  se	  había	  establecido	  la	  colitis,	  así	  
como	  ratones	  salvajes	  de	  la	  misma	  edad,	  y	  se	  obtuvo	  el	  colon	  para	  su	  análisis.	  Se	  
valoró	  la	  expresión	  de	  moléculas	  pro-­‐inflamatorias	  y	  estructurales	  por	  reacción	  en	  
cadena	  de	  la	  polimerasa	  cuantitativa	  en	  tiempo	  real	  (qPCR),	  inmunofluorescencia	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(IF)	  e	  IHQ.	  La	  expresión	  de	  LXRα	  y	  LXRβ	  y	  de	  sus	  genes	  diana	  se	  midió	  por	  qPCR,	  y	  
la	  presencia	  nuclear	  de	  LXRαβ,	  LXRα	  y	  LXRβ	  por	  medio	  de	  IHQ.	  	  
Células	   epiteliales	   intestinales	   en	   cultivo.	   Se	   usaron	   células	   Caco-­‐2.	   Se	   valoró	   la	  
expresión	  de	  LXR,	  sus	  genes	  diana,	  de	  IL-­‐8	  y	  CCL-­‐28	  por	  medio	  de	  qPCR.	  La	  IL-­‐8	  en	  
medio	   de	   cultivo	   se	   midió	   por	   ELISA.	   Se	   usó	   el	   agonista	   de	   LXR	   GW3965,	   y	   el	  
antagonista	  de	  ABCA1	  glibenclamida.	   La	  valoración	  del	  paso	  de	  p65	  de	  NF-­‐κB	  al	  
núcleo	  se	  valoró	  por	  IF,	  y	  la	  de	  la	  fosforilación	  de	  MAP	  quinasas	  p44-­‐42	  y	  de	  AKT	  
por	  western	  blot.	  	  
Resultados:	  
Muestras	  de	  pacientes	  con	  EII.	  Se	  incluyeron	  17	  pacientes	  con	  EII	  y	  5	  controles.	  En	  
el	   86%	   de	   los	   pacientes	   con	   EII	   los	   segmentos	   de	   colon	   endoscópicamente	  
indemnes	  presentaron	  algún	  grado	  de	  inflamación	  histológica.	  La	  presencia	  de	  LXR	  
en	  el	   total	  de	   la	  muestra	  endoscópica	  medida	  por	  western	  blot	   fue	  menor	  en	   los	  
pacientes	   con	   EII	   con	   respecto	   a	   los	   sujetos	   control,	   si	   bien	   no	   hubo	   diferencias	  
entre	  el	  segmento	  inflamado	  y	  el	   indemne	  de	  los	  pacientes	  con	  EII.	  La	  valoración	  
por	   IHQ	   mostró	   que	   el	   número	   de	   núcleos	   positivos	   de	   LXRαβ	   en	   el	   epitelio	  
intestinal	   de	   los	   segmentos	   inflamados	   es	   menor	   que	   en	   los	   endoscópicamente	  
indemnes,	  mientras	  que	  los	  pacientes	  control	  presentaron	  niveles	  aún	  superiores.	  
Este	  contaje	  en	  el	   segmento	   indemne	  se	  correlacionó	  negativamente	  con	  el	  valor	  
del	   índice	   de	   Mayo,	   mientras	   que	   el	   del	   segmento	   inflamado	   se	   correlacionó	  
negativamente	   con	   la	   edad	   y	   el	   índice	   histológico	   de	   inflamación.	   La	   positividad	  
nuclear	   del	   segmento	   indemne	   se	   acompañó	   de	   negatividad	   relativa	   del	  
citoplasma,	   lo	   cual	   es	   a	   la	   inversa	   en	   el	   epitelio	   inflamado,	   que	   presenta	   escasa	  
tinción	  nuclear	  con	  citoplasma	  ampliamente	  teñido.	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EII	   experimental	  murina.	   El	   modelo	   de	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   presenta	   inflamación	   cólica	   en	   el	  
estudio	  histológico,	  así	  como	  aumento	  de	  la	  expresión	  génica	  de	  las	  moléculas	  pro-­‐
inflamatorias.	   Los	  niveles	  de	   expresión	  de	  LXRα	   y	  β	   y	   el	   de	   sus	   genes	  diana	   son	  
menores	  en	  el	  colon	  del	  ratón	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  con	  respecto	  al	  salvaje.	  La	  cuantificación	  de	  
los	  núcleos	  positivos	  para	  LXRαβ	  en	  el	  colon	  es	  menor	  en	  ratones	  IL-­‐10-­‐/-­‐,	  y	  este	  
descenso	   es	   secundario	   a	   una	   menor	   positividad	   epitelial	   y	   de	   LXRβ.	   LXRα	   no	  
presenta	   cambios.	   La	   positividad	   de	   los	   núcleos	   del	   epitelio	   del	   colon	   de	   los	  
ratones	   salvajes	   va	   acompañada	   de	   negatividad	   de	   la	   tinción	   en	   el	   citoplasma,	  
mientras	  que	  en	  el	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   la	  negatividad	  del	  núcleo	   se	  acompaña	  de	  positividad	  
citoplasmática.	  	  
Células	  epiteliales	  intestinales	  en	  cultivo.	  La	  estimulación	  de	  las	  células	  Caco-­‐2	  con	  
IL-­‐1β	  condicionó	  un	  aumento	  de	  IL-­‐8	  y	  CCL-­‐28.	  La	  expresión	  génica	  de	  LXRα	  y	  β	  en	  
estas	   circunstancias	   no	   cambió,	  mientras	   que	   se	   observó	   disminución	   de	   su	   gen	  
diana	  ABCA1.	  El	  tratamiento	  con	  GW3965	  aumentó	  la	  expresión	  de	  ABCA1	  pero	  no	  
de	  los	  propios	  receptores	  LXRα	  y	  β.	  El	  GW3965	  disminuyó	  la	  expresión	  de	  IL-­‐8	  y	  
CCL-­‐28	   que	   acontece	   en	   respuesta	   a	   IL-­‐1β.	   El	   tratamiento	   con	  GW3965	   también	  
disminuyó	   la	   translocación	   nuclear	   de	   la	   subunidad	   p65	   de	   NF-­‐κB,	   así	   como	   la	  
fosforilación	   de	   las	   MAP	   quinasas	   p44-­‐42	   en	   células	   estimuladas	   con	   IL-­‐1β.	   La	  
inhibición	   farmacológica	   de	   ABCA1	   contrarresta	   el	   efecto	   del	   GW3965	   sobre	   la	  
fosforilación	  de	  p44-­‐42	  en	  células	  Caco-­‐2	  estimuladas	  con	  IL-­‐1β,	  así	  como	  atenúa	  
el	  descenso	  de	  la	  fosforilación	  de	  AKT	  en	  esas	  condiciones.	  
Conclusiones:	  	  
-­‐	  El	  receptor	  LXR	  puede	  jugar	  un	  papel	  relevante	  en	  la	  patogenia	  de	  la	  enfermedad	  
inflamatoria	   intestinal	   como	   pone	   de	   manifiesto	   su	   menor	   expresión	   génica	   y	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proteica	   en	   el	   colon	   de	   pacientes	   con	   dicha	   enfermedad	   y	   su	   relación	   con	   la	  
actividad	  endoscópica	  e	  histológica.	  	  
-­‐	   Tanto	   la	   expresión	   génica	   como	   la	   función	   de	   LXR	   en	   el	   colon	   de	   ratones	  
deficientes	  en	   interleucina	  10	  están	  disminuidas,	   lo	  que	  se	  correlaciona	  de	  forma	  
inversa	  con	  los	  niveles	  tisulares	  de	  expresión	  de	  interleucina	  1β;	  ello	  sugiere	  una	  
potencial	  asociación	  entre	  la	  pérdida	  de	  función	  de	  LXR	  y	  la	  presencia	  de	  actividad	  
inflamatoria.	  	  
-­‐	   La	   activación	   farmacológica	   de	   LXR	   inhibe	   la	   síntesis	   de	   quimiocinas	   pro-­‐
inflamatorias	  en	  células	  epiteliales	  en	  cultivo	  estimuladas	  con	  interleucina	  1β,	  por	  
lo	   que	   LXR	   puede	   constituir	   una	   nueva	   diana	   terapéutica	   en	   la	   enfermedad	  
inflamatoria	  intestinal.	  
-­‐	  Las	  vías	  efectoras	  de	  NF-­‐κB	  y	  MAP	  quinasas	  son	  las	  responsables	  de	  dicho	  efecto	  
anti-­‐inflamatorio,	   y	   la	   conocida	   relevancia	   patogénica	   de	   estas	   vías	   hace	  	  
especialmente	  pertinente	  el	  planteamiento	  de	  la	  terapia	  de	  activación	  de	  LXR	  en	  la	  
enfermedad	  inflamatoria	  intestinal.	  	  
-­‐	  Se	  ha	  identificado	  ABCA1	  como	  una	  molécula	  clave	  en	  la	  acción	  anti-­‐inflamatoria	  








































Title:	   Potential	   diagnostic	   and	   therapeutic	   role	   of	   the	   nuclear	   receptor	   liver	   X	  
receptor	  (LXR)	  in	  inflammatory	  bowel	  disease.	  
Introduction:	   Inflammatory	   bowel	   disease	   (IBD)	   includes	   a	   group	   of	   entities	  
characterized	   by	   a	   chronic	   inflammation	   of	   the	   intestine,	   of	   unknown	   aetiology,	  
consequence	   of	   the	   interaction	   of	   genetic,	   environmental	   and	   microbial	   factors.	  
LXR	   has	   been	   suggested	   as	   an	   anti-­‐inflammatory	   regulator	   in	   macrophages.	  
However,	   its	   importance	   in	   the	   physiology	   of	   the	   intestinal	   epithelial	   cells	   (IEC)	  
and	  in	  IBD	  pathogenesis	  has	  not	  yet	  been	  established.	  	  
Hypothesis:	   General	   hypothesis:	   LXR-­‐ABCA1	   pathway	   has	   an	   anti-­‐inflammatory	  
effect	   in	   the	   intestinal	   epithelium,	   and	   the	   expression	   of	   LXR	   is	  modified	   in	   IBD	  
patients.	  	  
Specific	   hypothesis:	   i)	   The	   proportion	   of	   LXR	   positive	   nuclei	   in	   the	   colonic	  
epithelium	  has	   a	  diagnostic	   or	  prognostic	   role	   in	   IBD	  patients.	   ii)	   LXR	  activation	  
with	   the	   LXR	   agonist	   GW3965	   reduces	   the	   inflammatory	   response	   in	   IEC	  
stimulated	  with	  interleukin	  1β	  (IL-­‐1β).	  
Aim:	  
1)	  To	   assess	   the	  diagnostic	   and	  prognostic	   role	   of	   LXR	  expression	   in	   the	   colonic	  
mucosa	  of	  patients	  with	  IBD.	  
2)	  To	  analyse	  the	  expression	  of	  LXR	  and	  its	  target	  genes	  in	  the	  colon	  of	  the	  IL-­‐10	  
deficient	  mouse	  (IL-­‐10-­‐/-­‐).	  
3)	   To	   investigate	   the	   effect	   of	   an	   inflammatory	   stimulus	   in	   cultured	   IEC	   on	   LXR	  
expression,	  its	  target	  genes	  and	  chemokine	  secretion.	  	  
4)	  To	  study	  the	  effect	  of	  the	  activation	  of	  LXR	  in	  cultured	  IEC.	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5)	   To	   assess	   the	   effect	   of	   LXR	   activation	   in	   cultured	   IEC	   under	   inflammatory	  
conditions	   on	   the	   expression	   of	   epithelium-­‐secreted	   chemokines,	   and	   thus	   to	  
validate	  in	  the	  IEC	  the	  data	  previously	  shown	  in	  the	  macrophage.	  
6)	   To	   identify	   the	   mechanism	   of	   LXR	   anti-­‐inflammatory	   effect	   in	   cultured	   IEC	  
under	  inflammatory	  conditions.	  
7)	  To	  determine	  the	  anti-­‐inflammatory	  and	  anti-­‐proliferative	  role	  of	  ABCA1	  in	  the	  
activation	  of	  LXR	  pathway.	  
Materials	  and	  methods:	  A	  triple	  approach	  was	  used	  in	  order	  to	  reach	  these	  aims:	  	  
Colonic	   samples	   of	   IBD	   patients:	   Endoscopic	   biopsies	   of	   the	   inflamed	   and	  
undamaged	   colon	   of	   IBD	   patients	   (Crohn’s	   disease,	   ulcerative	   colitis	   and	  
unclassified	  colitis)	  and	  controls	  were	  taken.	  Demographical	  and	  clinical	  variables	  
were	   registered,	   as	   well	   as	   endoscopic	   and	   pathological	   data	   using	   validated	  
indexes.	   LXR	   protein	   expression	   was	   assessed	   using	   western	   blotting	   and	  
immunohistochemistry	  (IHC).	  
Experimental	  model	  of	  IBD:	  Wild-­‐type	  and	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  mice	  were	  used,	  whose	  genetic	  
background	   confers	   ileo-­‐colic	   inflammation.	   Both	   groups	   were	   sacrificed	   when	  
thecolitis	   of	   the	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   mice	   was	   established,	   and	   the	   colon	   specimen	   was	  
removed	   and	   measured.	   	   Pro-­‐inflammatory	   and	   structural	   molecules	   were	  
detected	   using	   quantitative	   real	   time	   polymerase	   chain	   reaction	   (qPCR),	  
immunofluorescence	  (IF)	  and	  IHC.	  LXR	  and	  its	  target	  genes	  expression	  were	  tested	  
using	  qPCR	  and	  IHC.	  
Cultured	  IEC:	  Caco-­‐2	  cells	  were	  used.	  The	  expression	  of	  LXR,	  its	  target	  genes,	  IL-­‐8	  
and	   CCL-­‐28	   in	   IEC	   extract	   was	   evaluated	   using	   qPCR.	   The	   IL-­‐8	   expression	   in	  
culture	  media	  was	  measured	  by	  ELISA.	  The	  LXR	  agonist	  GW3965	  was	  used,	  as	  well	  
as	  glybenclamide	  as	  pharmacologic	  ABCA1	  antagonist.	  IF	  was	  performed	  to	  detect	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p65	   subunit	   of	   NF-­‐κB	  migration	   towards	   the	   nucleus,	   and	  western	   blotting	  was	  
used	  to	  evaluate	  MAP	  kinase	  p44-­‐42	  and	  AKT	  phosphorylation	  in	  IEC.	  
Results:	  	  
	  Colonic	   samples	   of	   IBD	   patients:	   Seventeen	   IBD	   patients	   and	   5	   controls	   were	  
included.	   Any	   degree	   of	   histologic	   inflammation	   was	   present	   in	   86%	   of	   the	  
endoscopically	   undamaged	   colonic	   segments	   of	   the	   IBD	   patients.	   There	  were	   no	  
differences	   in	   LXR	   protein	   expression	   using	  western	   blotting	   in	   inflamed	   versus	  
undamaged	   colonic	   samples	   of	   IBD	   patients,	   although	   a	   higher	   presence	   of	   LXR	  
was	  observed	   in	  controls.	  A	   lower	  proportion	  of	  epithelial	  LXRαβ	  positive	  nuclei	  
using	   IHC	   was	   observed	   in	   the	   inflamed	   colonic	   samples	   compared	   with	   the	  
undamaged	   ones,	   and	   controls	   showed	   the	   highest	   positivity	   quantification.	   The	  
LXR	  positivity	   in	  the	  undamaged	  segment	  negatively	  correlated	  with	  Mayo	  score,	  
while	   LXR	  quantification	   in	   the	   inflamed	   segment	   negatively	   correlated	  with	   the	  
age	  and	  the	  histological	  inflammation	  score.	  The	  nuclear	  LXR	  staining	  observed	  in	  
the	   undamaged	   colonic	   biopsies	  was	   accompanied	   by	   an	   absence	   of	   cytoplasmic	  
staining.	   The	   findings	   in	   the	   inflamed	   mucosa	   were	   the	   opposite,	   showing	   a	  
cytoplasmic	  LXR	  staining	  with	  an	  absence	  of	  nuclear	  staining.	  	  	  
Experimental	   model	   of	   IBD:	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   mice	   of	   18-­‐20	   weeks	   old	   exhibited	   colonic	  
inflammation	   in	   the	   histological	   study,	   as	   well	   as	   an	   increased	   colonic	   mRNA	  
expression	  of	  pro-­‐inflammatory	  molecules.	  The	  mRNA	  expression	  of	  LXRα	   and	  β	  
and	  its	  target	  genes	  FAS	  and	  ABCA1	  was	  decreased	  in	  the	  colon	  of	  the	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  mice	  
compared	   with	   Wild-­‐type	   mice.	   The	   quantification	   of	   LXRαβ	   positive	   nuclei	   in	  
colonic	  specimens	  of	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  mice	  was	  diminished,	  and	  it	  was	  due	  to	  a	  lower	  count	  
in	  the	  epithelial	  compartment	  and	  a	  lower	  count	  of	  LXRβ.	  LXRα	  did	  not	  show	  any	  
significant	  change.	  The	  nuclear	  LXR	  staining	  observed	   in	   the	  Wild-­‐type	  mice	  was	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accompanied	  by	  an	  absence	  of	  cytoplasmic	  staining,	  while	  a	  high	  cytoplasmic	  LXR	  
dyeing	  and	  an	  absence	  of	  the	  nuclear	  one	  was	  observed	  in	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  mice.	  
Cultured	  IEC:	  IL-­‐1β-­‐challenged	  Caco-­‐2	  cells	  showed	  an	  increased	  expression	  of	  IL-­‐8	  
and	   CCL-­‐28,	   and	   decreased	   ABCA1,	   while	   LXRα	   and	   LXRβ	   expression	   did	   not	  
change.	   Caco-­‐2	   cells	   treated	  with	   GW3965	   showed	   increased	  ABCA1	   expression,	  
although	   LXRα	   and	   LXRβ	   neither	   did	   change.	   Moreover,	   the	   treatment	   with	   the	  
LXR	   agonist	   in	   IL-­‐1β-­‐challenged	   Caco-­‐2	   cells	   decreased	   IL-­‐8	   and	   CCL-­‐28	   mRNA	  
expression	  and	  IL-­‐8	  protein	  secretion.	  GW3965	  treatment	  conferred	  a	  decrease	  in	  
the	  nuclear	   translocation	  of	  p65	   subunit	  of	  NF-­‐κB	  and	   in	   the	  phosphorylation	  of	  
p44-­‐42	   MAP	   kinases	   in	   IL-­‐1β-­‐challenged	   Caco-­‐2	   cells.	   Finally,	   ABCA1	   blockage	  
with	   glybenclamide	   prevented	   the	   decrease	   in	  MAP	   kinases	   phosphorylation	   by	  
GW3965	  in	  IL-­‐1β-­‐challenged	  Caco-­‐2	  cells,	  as	  well	  as	  in	  AKT	  phosphorylation	  in	  the	  
same	  conditions.	  
Conclusions:	  	  	  	  	  
-­‐	   The	   nuclear	   receptor	   LXR	   may	   play	   an	   important	   role	   in	   the	   pathogenesis	   of	  
inflammatory	   bowel	   disease,	   as	   evidenced	   by	   its	   lower	   gene	   and	   protein	  
expression	  in	  the	  colon	  of	  inflammatory	  bowel	  disease	  patients	  and	  its	  relationship	  
with	  endoscopic	  and	  histological	  activity	  of	  the	  disease.	  	  
-­‐	   LXR	   gene	   expression	   and	   function	   is	   down-­‐regulated	   in	   the	   colon	   of	   IL-­‐10	  
deficient	  mice,	  and	  it	  negatively	  correlates	  with	  IL-­‐1β	  tissue	  expression.	  It	  suggests	  
a	   potential	   association	   between	   LXR	   loss	   of	   function	   and	   the	   presence	   of	  
inflammatory	  activity	  in	  the	  colon.	  
-­‐	  The	  pharmacologic	  activation	  of	  LXR	  inhibits	   the	  synthesis	  of	  pro-­‐inflammatory	  
chemokines	   in	   IL-­‐1β-­‐challenged	   cultured	   intestinal	   epithelial	   cells,	   and	   therefore	  
LXR	  may	  constitute	  a	  new	  therapeutic	  target	  in	  the	  inflammatory	  bowel	  disease.	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-­‐	  The	  NF-­‐κB	  and	  MAP	  kinases	  pathways	  are	  responsible	  of	  the	  anti-­‐inflammatory	  
effect	  of	  LXR	  activation,	   and	  due	   to	   the	  pathogenic	   relevance	  of	   these	   routes	   the	  
activation	   of	   LXR	   is	   especially	   appropriate	   in	   the	   inflammatory	   bowel	   disease	  
patients.	  	  
-­‐	  ABCA1	  has	  been	  identified	  as	  a	  key	  molecule	  in	  the	  anti-­‐inflammatory	  and	  anti-­‐

















































3.1 La	  enfermedad	  inflamatoria	  intestinal.	  
3.1.1 Estructura	  y	  funciones	  de	  la	  mucosa	  del	  colon.	  
El	   colon	   es	   un	   órgano	   tubular	   cuyas	   funciones	   principales	   son	   el	  
almacenamiento	   y	   compactación	   de	   los	   materiales	   de	   desecho,	   la	   absorción	   de	  
agua	  y	  de	  las	  vitaminas	  K	  y	  B12,	  y	  el	  equilibrio	  de	  electrolitos.	  Así	  mismo	  concentra	  
una	   gran	   cantidad	   de	   células	   del	   sistema	   inmune,	   alberga	   millones	   de	  
microorganismos	  que	  componen	  la	  microbiota,	  y	  constituye	  una	  gran	  barrera	  que	  
protege	   a	   los	   órganos	   internos	   del	   medio	   externo.	   Esta	   función	   de	   barrera	   se	  
consigue	  por	  la	  acción	  combinada	  de	  la	  capa	  de	  moco	  presente	  en	  la	  luz	  intestinal,	  
los	  diferentes	  péptidos	  antimicrobianos,	  la	  existencia	  de	  un	  sistema	  inmune	  local	  y	  
de	   una	  monocapa	   de	   células	   epiteliales	   intestinales	   (CEI).	   A	   nivel	   paracelular	   la	  
función	   de	   barrera	   se	   mantiene	   gracias	   a	   unos	   sistemas	   proteicos	   de	   anclaje	  
localizados	  a	   lo	   largo	  de	   la	  superficie	   lateral	  de	   las	  CEI	  adyacentes.	  Se	  dividen	  en	  
uniones	   estrechas,	   situadas	   apicalmente	   y	   representadas	   por	   la	   claudinas	   y	   las	  
zonula	   occludens	   (ZO)	   (1);	   uniones	   adherentes,	   subyacentes	   a	   las	   anteriores	   y	  
entre	  cuyas	  proteínas	  constituyentes	  destacan	  las	  nectinas	  y	  las	  cadherinas,	  sobre	  
todo	   la	  cadherina	  epitelial	   (E-­‐cadherina)	   (2),	  y	   los	  desmosomas	   (3).	  El	   reticulón	  
4B/NOGO-­‐B,	  una	  proteína	  estructural	  de	  retículo	  endoplásmico,	  ha	  sido	  estudiada	  
por	   nuestro	   grupo	   como	   elemento	   partícipe	   de	   la	   función	   de	   barrera	   intestinal,	  
merced	  a	  su	  implicación	  en	  la	  expresión	  de	  la	  E-­‐cadherina	  y	  la	  organización	  de	  la	  
actina	  del	  citoesqueleto	  en	  los	  sitios	  de	  unión	  intercelular,	  y	  está	  disminuida	  en	  el	  
colon	   inflamado	   de	   pacientes	   con	   EII	   y	   en	   el	   colon	   del	   ratón	   deficiente	   en	  
interleucina	  10	  (IL-­‐10-­‐/-­‐)	  (4).	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La	   CEI	   produce	   y	   responde	   a	   citocinas	   y	   quimiocinas,	   lo	   que	   afecta	   a	   su	  
proliferación,	   migración	   y	   supervivencia.	   Entre	   las	   citocinas	   que	   el	   epitelio	  
intestinal	   produce	   se	   encuentran	   las	   interleucinas	   (IL)	   25,	   IL-­‐10,	   IL-­‐6,	   IL-­‐33	   y	   el	  
trefoil	  factor	  2;	  mientras	  que	  también	  secreta	  las	  quimiocinas	  IL-­‐8,	  CCL-­‐1	  y	  CCL-­‐20	  
(5).	   Además,	   tiene	   un	   importante	   papel	   en	   la	   inmunidad	   innata,	   ya	   que	   recluta	  
células	  inflamatorias	  e	  inmunes	  como	  neutrófilos	  y	  linfocitos	  B	  y	  T.	  
	  
3.1.2 La	  enfermedad	  inflamatoria	  intestinal	  
La	  enfermedad	  inflamatoria	  intestinal	  (EII)	  comprende	  principalmente	  dos	  
entidades	   (Figura	   1):	   la	   enfermedad	   de	   Crohn	   (EC)	   y	   la	   colitis	   ulcerosa	   (CU),	  
caracterizadas	  por	  una	  inflamación	  exacerbada	  y	  recurrente	  de	  la	  mucosa	  en	  la	  CU	  
y	  de	  toda	  la	  pared	  intestinal	  en	  la	  EC	  (6,	  7).	  	  
	  










Existen	  además	  otras	  entidades	  incluidas	  dentro	  del	  concepto	  de	  EII	  como	  
la	   colitis	   inclasificable	   (CI),	   entidad	   inflamatoria	   del	   colon	  que	  no	  puede	   llegar	   a	  
clasificarse	  como	  CU	  ni	  como	  EC;	  la	  enfermedad	  inflamatoria	  intestinal	  asociada	  a	  
la	  colangitis	  esclerosante	  primaria;	  la	  colitis	  microscópica	  y	  la	  reservoritis	  (8).	  	  
El	   colon	   es	   un	   órgano	   de	   vital	   importancia	   sobre	   el	   que	   acontecen	   gran	  
parte	   de	   los	   eventos	   en	   la	   EII.	   Entre	   1-­‐2,5%	   de	   los	   pacientes	   con	   CU	   puede	  
desarrollar	  un	  megacolon	   toxico	   (9),	  considerada	  una	  urgencia	  vital.	  Así	  mismo,	  
la	   aparición	   de	   carcinoma	   colorectal	   (CCR)	   es	   una	   posible	   complicación	   de	   los	  
pacientes	  con	  EII,	  con	  una	   incidencia	  acumulada	  en	  torno	  al	  10,8%	  a	   los	  40	  años	  
del	  diagnóstico	  en	   los	  pacientes	  con	  CU	  (10)	  y	  del	  8%	  a	   los	  22	  años	  en	  pacientes	  
con	   EC	   de	   colon	   (11).	   La	   displasia	   epitelial	   es	   el	   fenómeno	   que	   precede	   al	  
carcinoma	   colorectal	   en	   pacientes	   con	   EII	   y	   puede	   asociarse	   a	   un	   carcinoma	  
sincrónico	   en	   las	   piezas	   de	   colectomía.	   No	   existen	   hoy	   en	   día	   marcadores	   que	  
permitan	  predecir	  la	  degeneración	  neoplásica	  de	  la	  mucosa	  del	  colon	  más	  allá	  de	  la	  
inflamación	  persistente	  y	  el	  tiempo	  de	  evolución	  de	  la	  enfermedad.	  	  
	  
3.1.2.1 Colitis	  ulcerosa	  
La	  CU	  afecta	  a	   la	  mucosa	  del	   colon,	  de	  manera	  constante	  al	   recto	  y	  puede	  
extenderse	  de	  manera	  continua	  y	  en	  sentido	  proximal	  a	  una	  longitud	  variable	  del	  
colon	  hasta	   el	   ciego.	   	   Cursa	   en	   forma	  de	  brotes	   y	  períodos	  de	   remisión,	   y	   puede	  
presentar	   manifestaciones	   más	   allá	   del	   tubo	   digestivo	   como	   la	   colangitis	  
esclerosante	  primaria,	  psoriasis,	  eritema	  nodoso	  y	  pioderma	  gandrenoso,	  uveítis	  y	  





3.1.2.2 Enfermedad	  de	  Crohn	  
La	   EC	   es	   una	   enfermedad	   inflamatoria	   de	   carácter	   transmural	   que	   puede	  
afectar	  a	  cualquier	  parte	  del	  tubo	  digestivo,	  si	  bien	  más	  del	  60%	  de	  los	  pacientes	  
tienen	   afectación	   del	   colon	   (13).	   Puede	   asociarse	   a	  manifestaciones	   sistémicas	   y	  
extraintestinales	  como	  anemia,	  artritis,	  uveítis	  y	  pioderma	  gangrenoso	  (14).	  Por	  su	  
carácter	  transmural	  y	  cicatricial	  presenta	  de	  manera	  frecuente	  fístulas	  y	  estenosis	  
del	  tubo	  digestivo.	  Al	  igual	  que	  la	  colitis	  ulcerosa,	  típicamente	  aparece	  en	  forma	  de	  
brotes	  agudos	  que	  alternan	  con	  períodos	  de	  remisión	  clínica	  (15).	  	  
	  
3.1.3 Epidemiología	  de	  la	  EII	  
La	   incidencia	   y	   prevalencia	   de	   la	   EII	   en	   los	   países	   industrializados	   ha	   ido	  
aumentando	   en	   las	   últimas	   décadas	   hasta	   estabilizarse,	   mientras	   que	   en	   los	  
últimos	  años	  se	  observa	  un	  aumento	  en	  los	  países	  en	  desarrollo	  (16).	  En	  España	  la	  
incidencia	  alcanza	   la	   cifra	  de	  5-­‐12	  casos	  de	  CU	  por	  100.000	  habitantes/año	  y	  de	  
3,5-­‐9,5	   casos	   de	   EC	   por	   100.000	   habitantes/año	   (17).	   Aparecen	   de	  manera	  más	  
frecuente	  en	  mujeres,	  con	  una	  relación	  hombre:mujer	  de	  1:1,5	  para	   la	  EC	  y	  1:1,2	  
para	   la	   CU	   (18);	   y	   además	   se	   ha	   demostrado	   una	   mayor	   probabilidad	   de	  
manifestaciones	   extra-­‐intestinales,	   de	   resección	   ileocecal	   y	   de	   recurrencia	  
postquirúrgica	  temprana	  en	  mujeres	  con	  respecto	  a	  hombres	  (19).	  La	  prevalencia	  
en	  España	  se	  sitúa	  en	  los	  87,45	  casos	  de	  EC	  por	  cada	  100.000	  habitantes	  y	  109,96	  
casos	  de	  CU	  por	  100.000	  habitantes	  (20).	  	  	  
	  
3.1.4 Etiopatogenia	  
La	  EII	  se	  manifiesta	  como	  resultado	  de	   la	   interacción	  de	  varios	  elementos,	  





(i)	   Factores	  genéticos.	  En	  2001	  se	  descubrió	  que	  el	  gen	  llamado	  dominio	  
de	   oligomerización	   por	   unión	   de	   nucleótidos	   que	   contiene	   la	   proteína	   2	   (NOD2)	  
confiere	  susceptibilidad	  a	  la	  EC	  (21).	  	  NOD2	  codifica	  una	  proteína	  que	  actúa	  como	  
un	  receptor	  intracelular	  que	  reconoce	  el	  muramil	  dipéptido,	  presente	  en	  bacterias	  
Gram	   positivas	   y	   negativas	   e	   induce	   autofagia	   que	   controla	   la	   replicación	  
bacteriana	  y	  la	  presentación	  antigénica	  (22,	  23).	  Existen	  otros	  genes	  implicados	  en	  
la	   autofagia	   como	  ATG16L1	   o	   IRGM	   que	   se	   han	   relacionado	   con	   EC	   (24,	   25),	   así	  
Figura	   2:	   Factores	   etiopatogénicos	  de	   la	  EII.	   Factores	   exógenos	   como	  el	   estrés,	   el	   tabaco,	   los	  
anti-­‐inflamatorios,	   los	  antibióticos,	   la	  dieta,	   junto	  con	  características	  de	   la	   flora	  bacteriana	  en	  
individuos	   genéticamente	   susceptibles	   condicionan	   alteración	   de	   la	   función	   de	   barrera	   y	   una	  
respuesta	   inmunitaria	   alterada	   que	   en	   última	   instancia	   condiciona	   la	   aparición	   de	   una	  









como	  genes	  relacionados	  con	  la	  cascada	  inflamatoria	  como	  el	  receptor	  de	  IL-­‐23,	  IL	  
12B,	  JAK2	  y	  el	  transductor	  de	  señal	  y	  activador	  de	  la	  transcripción	  3	  (STAT3)	  (26).	  
(ii)	  Factores	  ambientales.	  El	  tabaco	  es	  el	  factor	  ambiental	  más	  claramente	  
relacionado	   con	   la	   EII	   (27).	   Es	   un	   factor	   de	   riesgo	  para	   el	   desarrollo	   y	   para	   una	  
peor	  evolución	  de	   los	  pacientes	  con	  EC,	   si	  bien	   la	  magnitud	  de	  esta	   influencia	  es	  
objeto	  de	  discusión	  (28).	  Sin	  embargo,	  el	  tabaco	  parece	  ejercer	  un	  efecto	  protector	  
en	   la	   aparición	   de	   la	   CU	   (29).	   Por	   otro	   lado,	   el	   alcohol	   puede	   condicionar	   un	  
empeoramiento	  sintomático	  en	  los	  pacientes	  con	  EII	  (30).	  Así	  mismo,	  el	  curso	  de	  la	  
EII	   podría	   estar	   influido	   por	   el	   tratamiento	   con	   AINES,	   y	   el	   riesgo	   de	   padecerla	  
aumenta	  con	  el	  tratamiento	  previo	  con	  antibióticos,	  sobre	  todo	  en	  la	  infancia	  (31).	  
Otro	  factor	  importante	  es	  la	  dieta,	  ya	  que	  la	  nutrición	  enteral	  total	  se	  ha	  asociado	  a	  
mejoría	   clínica	   y	   curación	  mucosa	   en	   la	   EC	   (32).	   Finalmente,	   se	   ha	   estudiado	   la	  
relación	  de	  la	  EII	  con	  otros	  factores	  como	  geográficos,	  de	  contaminación,	  estrés	  y	  
otros	  problemas	  psicológicos	  (33).	  	  
(iii)	  Microbiota	  intestinal.	  La	  microbiota	  intestinal	  de	  los	  pacientes	  con	  EII	  
presenta	   una	   menor	   biodiversidad	   y	   desequilibrio	   entre	   microorganismos	  
potencialmente	   patogénicos	   y	   no	   patogénicos	   (34).	   En	   la	   EC	   se	   ha	   observado	  
disminución	  de	  Firmicutes	   (35)	  y	  aumento	  de	  enterobacterias	  (36),	  mientras	  que	  
en	   la	   CU	   se	   ha	   demostrado	   disminución	   de	   Clostridium	   spp,	   y	   aumento	   de	  
Escherichia	  coli.	  Así	  mismo,	  se	  ha	  visto	  que	  la	  actividad	  de	  la	  EII	  puede	  responder	  a	  
terapia	   antibiótica	   (37),	   principalmente	   en	   la	   reservoritis.	   Por	   otro	   lado,	   la	  
respuesta	  serológica	  a	  la	  flora	  bacteriana	  en	  la	  EC	  tiene	  implicaciones	  clínicas.	  Así,	  
los	   anticuerpos	   anti-­‐Saccharomyces	   cerevisiae	   (ASCA),	   los	   anticuerpos	   contra	   la	  
membrana	  externa	  de	  porina	  C,	  los	  anticuerpos	  contra	  la	  flagelina	  clostridial	  y	  los	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anticuerpos	  contra	  Pseudomonas	  fluorescens	  (I2)	  se	  han	  asociado	  con	  la	  afectación	  
de	  intestino	  delgado	  y	  con	  un	  patrón	  estenótico	  o	  perforante	  (38-­‐40).	  	  
	  	  
3.1.5 Diagnóstico.	  
Para	  establecer	  el	  diagnóstico	  deben	  excluirse	  específicamente	   infecciones	  
por	   enterobacterias,	   Clostridium	   difficile,	   Mycobacterium	   tuberculosis,	   y	   otras	  
causas	   de	   inflamación	   intestinal	   como	   determinados	   fármacos,	   isquemia	   y	  
radiación,	  así	  como	  linfoma.	  
	  
3.1.5.1 Colitis	  ulcerosa	  
Para	   su	   diagnóstico	   se	   utiliza	   una	   combinación	   de	   datos	   clínicos,	  
endoscópicos,	   histológicos	   y	   radiológicos	   integrados	   en	   los	   criterios	  de	  Lennard-­‐




Rectorragia,	   diarrea	   crónica	   (aunque	   10%	   presenta	   estreñimiento),	   dolor	  
abdominal,	  manifestaciones	  extraintestinales	  
Criterios	  
radiológicos	  
Cambios	   mucosos:	   Mucosa	   granular,	   úlceras	   espiculares	   o	   en	   “botón	   de	   camisa”,	  
pseudopólipos.	   Cambios	   del	   calibre:	   estrechamiento	   de	   la	   luz,	   acortamiento	   del	  
colon,	  pérdida	  de	  haustración	  
Criterios	  
endoscópicos	  
Mucosa	   eritematosa,	   granular,	   edematosa	   y/o	   friable;	   exudado	   o	   ulceraciones;	  
hemorragia	  al	  roce	  o	  espontánea;	  pseudopólipos	  o	  pólipos;	  lesiones	  continuas	  y	  con	  




Mayores:	  inflamación	  exclusiva	  de	  la	  mucosa,	  úlceras	  superficiales,	  distorsión	  de	  las	  
criptas,	  microabscesos,	  depleción	  de	  células	  caliciformes.	  
Menores:	   infiltrado	   inflamatorio	   crónico	   difuso,	   aumento	   de	   la	   vascularización	  














3.1.5.2 Enfermedad	  de	  Crohn.	  
Para	   el	   diagnóstico	   de	   la	   EC	   también	   se	   utilizan	   los	   criterios	   de	   Lennard-­‐
Jones	  para	  EC	  (41),	  que	  se	  muestran	  en	  la	  Tabla	  2.	  	  
Criterios	  clínicos	  
Dolor	  abdominal	  recurrente,	  diarrea,	  pérdida	  de	  peso,	  masa	  abdominal,	  fiebre	  o	  
febrícula,	  enfermedad	  perianal,	  fístulas,	  manifestaciones	  extra-­‐intestinales	  	  
Criterios	  
radiológicos	  
Úlceras	  aftoides,	   lineales	  o	  en	   “espina	  de	  rosal”,	  úlceras	   longitudinales,	  pólipos	  
inflamatorios,	  edema	  de	   las	  válvulas	  conniventes,	  estenosis,	  dilatación,	   fístulas,	  
asimetría	  de	  las	  lesiones.	  	  
Criterios	  
endoscópicos	  
Colon:	   aftas,	   ulceraciones	   lineales	   profundas	   o	   serpiginosas,	   aspecto	   en	  
empedrado,	   estenosis,	   orificios	   fistulosos,	   pseudopólipos	   y	   pólipos;	   lesiones	  
característicamente	   segmentarias,	   de	   extensión	   variable	   con	   recto	  
mayoritariamente	  preservado	  	  




Mayores:	   inflamación	   transmural,	   granulomas	   no	   caseificantes,	   agregados	  
linfoides	  sin	  centro	  germinal	  	  
Menores:	  inflamación	  discontinua,	  inflamación	  de	  la	  submucosa	  con	  arquitectura	  
epitelial	  conservada,	  retención	  de	  moco	  con	  inflamación	  crónica,	  fisuras	  	  
	  
	  
3.1.5.3 Limitaciones	  diagnósticas	  	  
El	  diagnóstico	   de	   las	   entidades	   comprendidas	  en	   la	  EII	   es	   complejo	  dado	  
que	  no	  existen	  hasta	  el	  momento	  hallazgos	  patognomónicos,	  ni	  de	  ninguno	  de	  sus	  
subtipos.	   Existen	   marcadores	   de	   laboratorio	   útiles	   en	   el	   diagnóstico	   como	   la	  
calprotectina	   fecal,	   la	   proteína	   C	   reactiva	   plasmática	   y	   diferentes	   tipos	   de	  
anticuerpos	   como	   los	   anti-­‐citoplasma	   de	   neutrófilo	   p-­‐ANCA	   (más	   frecuentes	   en	  
CU)	  y	  los	  previamente	  nombrados	  ASCA.	  Sin	  embargo,	  la	  colonoscopia	  con	  toma	  de	  
biopsias	  sigue	  siendo	  una	  pieza	  fundamental	  para	  el	  diagnóstico	  de	  la	  EII.	  Además,	  
está	  descrito	  que	  un	  10%	  de	   los	  pacientes	   etiquetados	  de	  EC	  o	  CU	   requieren	  un	  
cambio	  de	  diagnóstico	  (EC	  a	  CU,	  o	  CU	  a	  EC)	  a	  lo	  largo	  de	  su	  evolución	  (42,	  43),	  y	  en	  









ocasiones	  este	  cambio	  de	  diagnóstico	  puede	  afectar	  negativamente	  al	  pronóstico,	  
como	  en	  el	  caso	  de	  la	  reconstrucción	  con	  un	  reservorio	  ileoanal	  en	  la	  EC	  (44).	  	  	  
Existen	  múltiples	  índices	  histológicos	  que	  buscan	  tanto	  la	  confirmación	  del	  
diagnóstico	   de	   EII	   como	   su	   estadificación	   e	   incluso	   constituir	   un	   factor	  
pronóstico	   (45).	  La	  mayor	  parte	  de	  ellos	  no	  están	  validados,	   su	  utilización	  en	   la	  
práctica	  clínica	  es	  compleja,	  y	  los	  datos	  que	  sustentan	  su	  utilidad	  fuera	  del	  ámbito	  
de	  la	  investigación	  son	  aún	  escasos.	  Por	  último,	  hasta	  25%	  de	  los	  pacientes	  con	  CU	  
pueden	   presentar	   extensión	   proximal	   de	   la	   misma,	   habiéndose	   identificado	   la	  
edad	   al	   diagnóstico	   menor	   de	   18	   años	   y	   la	   residencia	   en	   Norte	   América	   como	  
factores	  de	  riesgo	   (46).	  De	  hecho,	   la	  activación	  de	   iNOS	  en	  el	   segmento	   indemne	  
parece	  predecir	  el	  riesgo	  de	  progresión	  proximal	  en	  los	  pacientes	  con	  CU	  (47).	  
	  
3.1.6 Tratamiento.	  
El	  tratamiento	  de	  la	  EII	  (6,	  48)	  se	  basa,	  en	  primer	  término,	  en	  la	  inducción	  
de	  la	  remisión	  del	  brote	  agudo	  con	  mesalazina	  en	  la	  CU	  o	  corticoides	  en	  la	  CU	  y	  la	  
EC;	  en	  ocasiones	  es	  necesario	  el	  uso	  de	  inmunosupresores	  o	  fármacos	  bloqueantes	  
del	   factor	  de	  necrosis	   tumoral	  α	   (TNFα).	  Tras	  el	  control	  del	  brote	  se	   instaura	  un	  
tratamiento	   de	   mantenimiento	   en	   la	   mayoría	   de	   los	   casos.	   La	   mesalazina	   es	   el	  
primer	   escalón	   en	   la	   CU,	   y	   los	   inmunosupresores	   como	   la	   azatioprina,	   o	   los	  
fármacos	   biológicos	   (bloqueantes	   de	   TNFα,	   bloqueantes	   de	   IL-­‐12/IL-­‐23,	  
bloqueantes	  de	   la	   integrina	  α4β7)	   en	   ambas	   entidades.	   La	   cirugía	   es	   una	  opción	  
reservada	   para	   los	   casos	   refractarios	   al	   tratamiento	   médico	   o	   en	   caso	   de	  
complicaciones	  como	  perforación,	  hemorragia,	  displasia	  epitelial	  o	  cáncer.	  	  
A	   pesar	   del	   incremento	   de	   las	   opciones	   terapéuticas	   observado	   en	   las	  
últimas	  décadas,	  la	  eficacia	  del	  arsenal	  terapéutico	  actualmente	  disponible	  para	  la	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EII	   es	   subóptima.	   No	   existe	   un	   tratamiento	   curativo	   de	   la	   enfermedad	   debido	  
entre	  otros	  factores	  a	  que	  su	  etiopatogenia	  es	  compleja	  y	  no	  existe	  una	  causa	  única	  
determinante	   (49).	   Por	   ello	   el	   estudio	   de	   las	   vías	   celulares	   y	   moleculares	  
implicadas	   en	   los	  mecanismos	   que	   determinan	   y	   regulan	   la	   inflamación	   epitelial	  
adquiere	   gran	   importancia.	   	   La	   creciente	   oferta	   de	   agentes	   farmacológicos	   que	  
bloquean	  diferentes	  vías	  de	   inflamación,	  cuya	  utilización	  depende	  de	   la	  gravedad	  
de	  los	  síntomas,	  las	  características	  de	  la	  enfermedad	  y	  del	  paciente	  así	  como	  de	  los	  
tratamientos	   previos	   recibidos	   ha	  permitido	  un	  mejor	   control	   sintomático	   y	   una	  
mejoría	  de	  la	  calidad	  de	  vida	  (50).	  A	  pesar	  de	  ello	  un	  porcentaje	  no	  desdeñable	  de	  
pacientes	  no	  responde	  a	   los	   tratamientos,	  o	  pierde	  dicha	  respuesta	  a	   lo	   largo	  del	  
tiempo	   (51).	   Una	   vez	   más,	   la	   búsqueda	   de	   nuevas	   dianas	   terapéuticas	   parece	  
imprescindible.	  
	  
3.1.7 Modelos	  animales	  de	  EII	  
Los	  modelos	  animales	  representan	  una	  valiosa	  herramienta	  para	  el	  estudio	  








Ratón	   o	   rata	   tratado	  
con	  DSS	  oral,	  o	  TNBS	  







Tití	   de	   mechón	  
blanco	  
	  
Ratón	  deficiente	  en	  IL-­‐10	  
El	  modelo	  animal	  empleado	  en	  esta	  tesis	  fue	  desarrollado	  en	  1993	  cuando	  
Kühn	  et	  al	  (52)	  generaron	  una	  mutación	  en	  el	  gen	  que	  codifica	  la	  IL-­‐10	  en	  una	  línea	  









de	   ratón.	   Sustituyeron	   un	   fragmento	   de	   500	   pares	   de	   bases	   del	   exón	   1	   por	   un	  
codón	  de	  terminación	  y	  también	  introdujeron	  un	  codón	  de	  terminación	  en	  el	  exón	  
3	  (Il10tm1Cgn,	  IL10-­‐/-­‐).	  A	  las	  3	  semanas	  de	  edad	  el	  ratón	  desarrolla	  inflamación	  en	  el	  
ciego,	   colon	   ascendente	   y	   transverso,	   para	   posteriormente	   afectar	   al	   resto	   del	  
colon	   y	   recto,	   y	   presenta	   características	   histológicas	   similares	   a	   las	   de	   la	   EC	  
humana:	  inflamación	  discontinua	  y	  transmural,	  con	  un	  infiltrado	  inflamatorio	  en	  la	  
lámina	  propria	   y	   submucosa,	  hiperplasia	  epitelial,	  depleción	  de	  mucina,	  abscesos	  
crípticos,	   úlceras	   y	   engrosamiento	   de	   la	   pared	   intestinal.	   De	   hecho,	   puede	  
considerarse	  como	  un	  modelo	  de	  enfermedad	  humana,	  ya	  que	  se	  ha	  descrito	  que	  
mutaciones	  autosómicas	  recesivas	  asociadas	  a	  pérdida	  de	  función	  de	  IL-­‐10	  o	  de	  su	  
receptor	   son	   suficientes	   para	   causar	   EC	   pediátrica	   grave,	   sin	   ningún	  
desencadenante	   medioambiental	   aparente	   (53).	   Algunos	   animales	   presentan	  
también	   inflamación	   de	   intestino	   delgado,	   y	   hasta	   el	   60%	   de	   los	   mutantes	  
presentan	   adenocarcinoma	   colorectal	   (54).	   Esta	   afectación	   puede	   ser	   corregida	  
con	   la	   administración	  de	   IL-­‐10	   recombinante	   (55).	  La	   inflamación	   cólica	  aparece	  
debido	   a	   que	   la	   IL-­‐10	   es	   una	   citocina	   inmunoreguladora	   esencial	   para	   la	  
homeostasis	   intestinal,	   y	   su	   disminución	   condiciona	   una	   respuesta	   aberrante	   de	  
células	  T	  CD4+	  Th1-­‐like	  y	  excesiva	  secreción	  de	  citocinas	  pro-­‐inflamatorias	  como	  
IL-­‐12,	  IL-­‐17	  e	  IFNγ (56).	  Además,	  se	  ha	  visto	  que	  hay	  participación	  de	  células	  Th17	  
(57)	  por	  medio	  de	  IL-­‐23;	  y	  también	  de	  IL-­‐13	  (58),	  y	  activación	  de	  NF-­‐κB	  por	  medio	  
de	  TLR	   en	   las	   células	   inmunes	   de	   la	  mucosa	   (59),	   y	   además	   requiere	   de	  MyD88	  
(60)	   sobre	   todo	   a	   nivel	   de	   las	   células	  mononucleares	   (61).	   Para	   el	   desarrollo	   de	  
colitis	  espontánea	  en	  los	  ratones	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  son	  necesarias	  las	  bacterias	  intestinales,	  
ya	  que	  la	  misma	  no	  aparece	  en	  condiciones	  libres	  de	  patógenos	  (62).	  Así	  mismo,	  el	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tratamiento	  antibiótico	  puede	  prevenir	  o	  atenuar	  el	  desarrollo	  de	  colitis	  en	  ratones	  
IL-­‐10-­‐/-­‐	  (63).	  	  
A	  continuación	  se	  muestra	  la	  Tabla	  4	  con	  la	  comparativa	  de	  los	  3	  modelos	  
animales	  de	  EII	  más	  habitualmente	  empleados.	  
	   IL-­‐10	  -­‐/-­‐	   Administración	  de	  DSS	   Administración	  de	  TNBS	  
Tiempo	  de	  instauración	   Semanas	   <7	  días	   <7	  días	  
Requerimientos	  para	  
lograr	  el	  modelo	  
Espontánea	   Tratamiento	   Tratamiento	  
Gravedad	  
Moderada	   Grave	   Variable	  (dosis)	  
Necesidad	  de	  sedación	   No	   No	   Sí	  
Necesidad	  de	  
microbiota	  
Sí,	  sino	  ausencia	  de	  colitis	   Sí,	  sino	  muerte	  precoz	   	  
Mecanismo	  de	  
inflamación	  
Th1	  y	  Th17	   Th1	   Th1	  y	  Th17	  
Coste	  del	  modelo	  
Caro	   Barato	   Barato	  
Afectación	   Continua	   Variable	   Variable	  
	  
	  
3.1.8 Disfunción	  de	  barrera	  en	  la	  inflamación	  mucosa	  
Las	  alteraciones	  en	   la	  barrera	   intestinal	  y	  el	  aumento	  de	   la	  permeabilidad	  
de	  la	  misma	  han	  sido	  observados	  en	  pacientes	  con	  EII	  y	  en	  sus	  familiares	  de	  primer	  
grado	   (64),	   y	   parece	   relacionado,	   al	   menos	   en	   parte,	   con	   anormalidades	  
estructurales	   y	   funcionales	   en	   las	   uniones	   estrechas	   y	   en	   las	   uniones	  
adherentes.	  En	  concreto,	  se	  ha	  observado	  una	  regulación	  a	  la	  baja	  de	  E-­‐cadherina	  
(65),	  p120-­‐catenina	  y	  β-­‐catenina	  (66,	  67),	  así	  como	  de	  las	  denominadas	  claudinas	  











de	  sellado	  (68),	  de	  ocludina	  y	  de	  ZO-­‐1	  (69).	  De	  hecho,	  determinados	  polimorfismos	  
del	  gen	  de	  E-­‐cadherina	  se	  han	  asociado	  a	  susceptibilidad	  para	  el	  desarrollo	  de	  CU	  
(70)	   y	   EC	   (71).	   Otro	   mecanismo	   de	   alteración	   de	   la	   función	   de	   barrera	   es	   la	  
alteración	   del	   tráfico	   de	   las	   proteínas	   de	   unión	   desde	   el	   citoplasma	   a	   la	  
membrana	  lateral	  (2,	  72).	  Por	  último,	  la	  disrupción	  del	  citoesqueleto	  de	  actina,	  
al	  cual	  se	  unen	  tanto	   las	  uniones	  estrechas	  como	  las	  adherentes	  se	  ha	  objetivado	  
en	  cultivos	  celulares	  en	  monocapa	  expuestos	  a	  mediadores	  inflamatorios	  así	  como	  
en	  muestras	  humanas	  de	  pacientes	  con	  inflamación	  (73).	  
Estas	  alteraciones	  confieren	  un	  incremento	  de	  la	  permeabilidad	  paracelular	  
del	  epitelio	  que	  condiciona	  el	  paso	  de	  microorganismos	  y	  antígenos	  alimentarios	  a	  
su	  través,	  que	  se	  ha	  evidenciado	  en	  biopsias	  de	  colon	  en	  el	  83%	  de	   los	  pacientes	  
con	  CU	  y	  en	  el	  25%	  de	  los	  pacientes	  con	  EC	  (74).	  Así	  mismo,	  se	  ha	  evidenciado	  un	  
aumento	   del	   ADN	   bacteriano	   y	   componentes	   estructurales	   de	   la	   pared	   como	   el	  
lipopolisacárido	   (LPS)	   en	   sangre	   de	   pacientes	   con	   EII	   con	   respecto	   a	   controles,	  
sugiriendo	   un	   aumento	   de	   la	   translocación	   bacteriana	   intestinal	   (75).	   Estos	  
mecanismos,	  junto	  con	  una	  mayor	  adhesión	  de	  bacterias	  del	  lumen	  intestinal	  a	  la	  
superficie	   mucosa	   en	   los	   pacientes	   con	   EII	   (76),	   facilitan	   el	   contacto	   de	   los	  
microorganismos	   con	   el	   sistema	   inmune	   y	   la	   excesiva	   respuesta	   del	   mismo,	  
contribuyendo	  a	  la	  aparición	  y	  la	  perpetuación	  de	  la	  enfermedad.	  	  
	  
3.1.9 El	  sistema	  inmune	  asociado	  a	  la	  mucosa	  digestiva	  en	  la	  EII	  
El	   tubo	  digestivo	  está	  dotado	  de	  un	  amplio	  repertorio	  de	  células	   inmunes.	  
En	  la	  lámina	  propria	  de	  la	  mucosa	  y	  en	  la	  submucosa	  –	  en	  especial	  en	  el	  intestino	  
delgado	  y	  el	  colon	  -­‐	  se	  localizan	  las	  células	  del	  sistema	  inmune	  innato	  y	  adaptativo,	  
células	  B	  y	  T,	  células	  linfoides	  innatas,	  macrófagos,	  células	  dendríticas,	  mastocitos,	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neutrófilos	   y	   eosinófilos;	   igualmente	   entre	   las	  CEI	   se	   encuentran	   en	   condiciones	  
fisiológicas	  las	  células	  T	  intraepiteliales.	  Así	  mismo,	  en	  la	  superficie	  mucosa	  hay	  
elevadas	   concentraciones	   de	   inmunoglobulina	   (Ig)	   A,	   sintetizada	   por	   las	   células	  
plasmáticas	  de	  la	  lámina	  propria	  y	  la	  submucosa,	  y	  transportada	  a	  la	  luz	  intestinal	  
a	   través	   de	   las	   células	   intestinales,	   y	   que	   ejerce	   una	   función	   protectora	   e	  
inmunoreguladora	   fundamental	   (77).	   Este	   repertorio	   celular	   junto	   con	   otros	  
componentes	   no	   celulares	   de	   la	   mucosa	   como	   la	   capa	   de	   mucina,	   los	   péptidos	  
antimicrobianos	   o	   la	   mencionada	   Ig	   A	   permiten	   una	   relación	   comensal	  
tolerogénica	  entre	  la	  microbiota	  luminal	  y	  el	  huésped,	  que	  puede	  desequilibrarse	  y	  
generar	   una	   respuesta	   inflamatoria	   exacerbada	   en	   un	   fenómeno	   denominado	  
“pérdida	   de	   tolerancia”,	   característico	   de	   la	   EII.	   La	   disfunción	   en	   la	   respuesta	  
inmune	   innata	   y	   adaptativa	   contribuye	   a	   la	   inflamación	   intestinal	   aberrante	   y	  
crónica	  en	  los	  pacientes	  con	  EII.	  	  
	  
Inmunidad	   innata.	   Es	   aquella	   que	   es	   llevada	   a	   cabo	   de	   manera	   no	  
específica,	  en	  los	  primeros	  minutos-­‐horas,	  como	  defensa	  contra	  agentes	  patógenos	  
por	   las	   propias	   células	   epiteliales	   intestinales,	   neutrófilos,	   células	   dendríticas,	  
macrófagos	   y	   células	   Natural	   Killer	   (78).	   Se	   inicia	   con	   el	   reconocimiento	   de	  
componentes	   de	   bacterias	   y	   virus	   patógenos	   (patrones	  moleculares	   asociados	   a	  
patógenos,	   PAMPS)	   por	   los	   Toll-­‐like	   Receptors	   (TLR),	   proteínas	   de	   membrana	  
presentes	   en	   las	   células	   epiteliales	   y	   las	   células	   inmunes	   del	   colon,	   y	  
consecuentemente	   activan	   una	   vía	   proinflamatoria	   (79)	   que	   se	   muestra	   en	   la	  





En	  el	  colon	  de	  los	  pacientes	  con	  EC	  y	  CU	  se	  ha	  demostrado	  un	  aumento	  de	  la	  
expresión	  de	  TLR4	  (81).	  De	  hecho,	  uno	  de	  los	  PAMPS	  que	  se	  une	  al	  TLR	  es	  el	  LPS,	  
compuesto	   encontrado	   en	   la	   superficie	   de	   las	   bacterias	   Gram	   negativas,	   y	   se	   ha	  
visto	   que	   la	   proteína	   de	   unión	   a	   LPS	   detectada	   en	   sangre	   es	   un	  marcador	   de	   la	  
Figura	   3:	   Vía	   de	   señalización	   de	   IL-­‐1β	   y	   TLR	   en	   la	   célula	   epitelial	   intestinal.	   Los	   patrones	   moleculares	  
asociados	  a	  patógenos	  (PAMPS)	  o	  la	  IL-­‐1β	  se	  unen	  a	  su	  receptor,	  lo	  que	  da	  lugar	  a	  un	  cambio	  conformacional	  
que	  en	  última	  instancia	  permite	  el	  reclutamiento	  de	  dos	  proteínas	  intracelulares,	  el	  gen	  de	  respuesta	  88	  para	  
la	  diferenciación	  mieloide	  primaria	  (MyD88)	  y	  la	  protein-­‐quinasa	  4	  activada	  por	  el	  receptor	  de	  IL-­‐1	  (IRAK-­‐4).	  
IRAK-­‐4	   permite	   la	   fosforilación	   de	   IRAK-­‐1	   y	   2	   lo	   cual	   conlleva	   el	   reclutamiento	   y	   la	   unión	   con	   el	   factor	   6	  
asociado	  a	  TNF	  (TRAF-­‐6)	  y	  este	  añade	  cadenas	  de	  ubiquitina	  a	  la	  protein-­‐quinasa	  1	  activada	  por	  TGF-­‐β	  (TAK-­‐
1)	   y	   a	   las	   proteínas	   2	   y	   3	   de	   unión	   a	   TAK-­‐1	   (TAB2	   y	   3).	   A	   este	   nivel	   se	   activan	   dos	   vías	   importantes	   de	  
señalización.	  La	  adición	  de	  cadenas	  de	  ubiquitina	  activa	  al	  complejo	  de	  la	  quinasa	  inhibidora	  del	  factor	  nuclear	  
B	  (IKK)	  que	  fosforila	  y	  promueve	  a	  su	  vez	  la	  ubiquitinación	  del	  inhibidor	  del	  factor	  nuclear	  B	  alfa	  (IκBα)	  que	  lo	  
degrada.	  Esto	  permite	  la	  liberación	  de	  las	  subunidades	  p50	  y	  p65	  del	  factor	  nuclear	  potenciador	  de	  las	  cadenas	  
ligeras	   kappa	   en	   las	   células	   B	   (NF-­‐κB)	   y	   su	   traslocación	   al	   núcleo	   para	   unirse	   a	   áreas	   de	   respuesta	   de	  
determinados	  genes	  como	  IL-­‐6,	  IL-­‐8,	  la	  proteína	  de	  quimioatracción	  de	  monocitos	  1	  (MCP-­‐1)	  y	  ciclooxigenasa	  
2	  (COX-­‐2).	  Este	  paso	  al	  núcleo	  ocurre	  aproximadamente	  a	  los	  30	  minutos	  del	  inicio	  de	  la	  ruta.	  Por	  otro	  lado,	  la	  
activación	  de	  TAK-­‐1	  activa	  las	  proteína	  quinasas	  activadas	  por	  mitógenos	  (MAP)	  que	  fosforilan	  y	  activan	  p38,	  
la	   quinasa	   del	   extremo	  N-­‐terminal	   de	   c-­‐Jun	   (JNK)	   y	   p44-­‐42	   (también	   conocida	   como	   quinasa	   regulada	   por	  
señales	  extracelulares	  [ERK]),	  proceso	  que	  ocurre	  aproximadamente	  tras	  10	  minutos	  de	  la	  unión	  de	  IL-­‐1β	  a	  su	  
receptor.	  JNK	  participa	  por	  medio	  de	  la	  fosforilación	  de	  AP-­‐1	  en	  la	  expresión	  de	  IL-­‐6	  e	  IL-­‐8.	  P38	  y	  ERK	  tienen	  









actividad	  en	  los	  pacientes	  con	  EC	  (82).	  Por	  otro	  lado,	  la	  autofagia,	  un	  proceso	  clave	  
en	  la	  inmunidad	  innata	  y	  adaptativa	  que	  consiste	  en	  la	  degradación	  de	  patógenos	  
citoplasmáticos	  y	  componentes	  celulares	  (83)	  puede	  tener	  un	  papel	  patogénico	  en	  
la	  EC.	  Se	  ha	  visto	  que	  la	  disfunción	  de	  las	  células	  de	  Paneth,	  condición	  que	  puede	  
dar	  lugar	  a	  la	  EC	  (84),	  está	  relacionada	  con	  la	  autofagia	  (85,	  86).	  	  
	  
Inmunidad	  adaptativa.	  Es	  altamente	  específica,	  y	  puede	  tardar	  varios	  días	  
en	  actuar.	  La	  excesiva	  respuesta	  Th1	  inducida	  por	  IL-­‐12	  se	  propone	  como	  la	  causa	  
de	  la	   inflamación	  intestinal	  en	  la	  EC,	  mientras	  que	  en	  la	  CU	  la	  inflamación	  parece	  
mediada	   por	   una	   respuesta	   Th2	   con	   secreción	   de	   IL-­‐4,	   IL-­‐5	   e	   IL-­‐13,	   si	   bien	   esta	  
afirmación	  no	  está	  claramente	  demostrada	  y	  resulta	  excesivamente	  simplista.	  Por	  
otro	   lado,	  existen	  otro	  subtipo	  de	  células	  T	   llamado	  Th17,	  que	  son	   inducidas	  por	  
IL-­‐6	  y	  transforming	  growth	  factor	  β	  (TGF-­‐β),	  y	  que	  se	  expanden	  en	  respuesta	  a	  IL-­‐
23,	   produciendo	   grandes	   cantidades	   de	   IL-­‐17A,	   Il-­‐17F,	   IL-­‐21	   e	   IL-­‐22	   (87).	   La	   IL-­‐
17A	  está	  involucrada	  en	  la	  inflamación	  intestinal	  en	  pacientes	  con	  EII	  (88).	  
	  
En	  la	  Figura	  4	  se	  muestra	  un	  esquema	  de	  la	  respuesta	  inmune	  en	  el	  epitelio	  




3.1.9.1 Citocinas	  y	  quimiocinas	  en	  la	  EII	  
Las	   citocinas	   y	   quimiocinas	   median	   en	   la	   comunicación	   intercelular,	  
mantienen	  la	  homeostasis,	  permiten	  la	  defensa	  anti-­‐microbiana	  y	  participan	  en	  el	  
mantenimiento	  de	  la	  integridad	  de	  la	  barrera	  intestinal,	  pero	  cuando	  su	  activación	  
es	   excesiva	  pueden	  precipitar	   la	   inflamación	   intestinal	   y	   el	   daño	   secundario	   a	   la	  
misma	  (89).	  La	  Tabla	  5	  muestra	  las	  citocinas	  y	  quimiocinas	  con	  relevancia	  en	  la	  EII.	  
	  
	  
Figura	   4:	   El	   sistema	   inmune	   innato	   y	   adaptativo	   en	   el	   epitelio	   intestinal	   en	   condiciones	   de	  
inflamación	  y	  homeostasis.	  En	  ausencia	  de	  inflamación	  las	  células	  dendríticas	  y	   los	  macrófagos	  no	  
se	  encuentran	  activados,	  y	  las	  células	  Th0	  se	  diferencian	  en	  células	  T	  reguladoras	  que	  producen	  IL-­‐
10	   y	   TGF-­‐β.	   En	   condiciones	   de	   inflamación	   los	  macrófagos	   reconocen	   antígenos	   bacterianos	   por	  
medio	  de	  los	  receptores	  Toll-­‐like	  y	  producen	  IL-­‐1,	  IL-­‐6	  y	  TNFα.	  Las	  células	  Th0	  se	  diferencian	  menos	  
en	   células	   T	   reguladoras	   y	   más	   hacia	   células	   Th1,	   Th2	   y	   Th17,	   que	   estimulan	   la	   quimiotaxis,	   la	  
apoptosis	  de	  células	  epiteliales	  y	   la	  degeneración	  neoplásica	  mediada	  por	   las	  células	  estromales	  y	  
























Aumenta	  la	  expresión	  de	  otras	  citocinas	  pro-­‐
inflamatorias	  como	  IL-­‐1β,	  IL-­‐6	  e	  IL-­‐33,	  activa	  a	  los	  
leucocitos,	  induce	  la	  secreción	  de	  reactantes	  de	  
fase	  aguda	  y	  metaloproteinasas	  e	  inhibe	  la	  
apoptosis	  de	  células	  inflamatorias.	  










linfocitos	  T	  y	  B	  
activados	  
Activa	  STAT3,	  y	  estimula	  a	  las	  células	  
presentadoras	  de	  antígeno	  y	  células	  T.	  
Está	  aumentada	  en	  la	  lámina	  propria	  del	  colon	  de	  





Células	  dendríticas	  y	  
macrófagos	  de	  la	  
lámina	  propria	  






innatas	  tipo	  3	  (ILC3),	  
células	  Th17	  
Está	  aumentada	  en	  la	  mucosa	  inflamada	  de	  los	  
pacientes	  con	  CU	  y	  EC.	  
El	  bloqueo	  de	  su	  producción	  (IL-­‐23)	  es	  un	  








dendríticas,	  células	  T	  
reguladoras	  	  	  
Permite	  la	  homeostasis	  intestinal	  manteniendo	  un	  
fenotipo	  anérgico	  de	  macrófagos	  y	  células	  
dendríticas,	  y	  permite	  la	  tolerancia	  inmunológica.	  
Mutaciones	  en	  IL-­‐10	  y	  su	  receptor	  dan	  lugar	  a	  EII	  











Estimula	  la	  compensación	  epitelial	  y	  la	  fibrosis,	  e	  
induce	  la	  tolerancia	  y	  la	  homeostasis.	  Reduce	  la	  
expresión	  de	  IL-­‐33.	  
Sus	  niveles	  están	  aumentados	  en	  las	  células	  
mononucleares	  de	  la	  lámina	  propria	  en	  pacientes	  












Induce	  la	  migración	  de	  neutrófilos	  y	  linfocitos	  T	  
desde	  la	  sangre	  periférica	  hasta	  el	  tejido	  
inflamado.	  
Está	  aumentada	  en	  el	  colon	  de	  los	  pacientes	  con	  
CU.	  Las	  células	  epiteliales	  intestinales	  en	  cultivo	  







CEI	  del	  colon,	  
intestino	  delgado,	  
pulmón,	  tráquea,	  
mama	  y	  glándulas	  
salivales	  
Regula	  la	  quimiotaxis	  de	  las	  células	  CD4	  y	  CD8+.	  	  
Su	  expresión	  en	  biopsias	  de	  colon	  de	  pacientes	  
con	  CU	  se	  ha	  visto	  aumentada,	  así	  como	  en	  
injertos	  heterólogos	  de	  colon	  y	  cultivos	  celulares	  




Tabla	  5:	  Citocinas	  y	  quimiocinas	  con	  relevancia	  en	  el	  epitelio	  intestinal	  de	  la	  EII.	  Abreviaturas:	  
TNFα:	  factor	  de	  necrosis	  tumoral	  alfa;	  IL:	  interleucina;	  TGFb:	  factor	  de	  crecimiento	  








3.2 Receptor	  hepático	  X	  	  
3.2.1 Receptores	  nucleares	  
Los	  receptores	  nucleares	  (RN)	  son	  proteínas	  que	  modulan	  la	  transcripción	  
de	  determinados	  genes	  diana	  (105)	  implicados	  en	  la	  proliferación,	  diferenciación	  y	  
homeostasis	  celular.	  Se	  han	  descrito	  48	  subtipos	  de	  RN	  en	  el	  humano	  (106).	  En	  la	  
Tabla	  6	  se	  muestran	  los	  RN	  más	  relevantes,	  sus	  ligandos	  biológicos	  y	  la	  evidencia	  
existente	  sobre	  su	  papel	  en	  la	  EII.	  	  
Receptor	   Ligando	   Evidencia	  en	  EII	  
Receptor	  del	  ácido	  






La	  vitamina	  A	   inhibe	   el	   desarrollo	  de	   colitis	   por	  DSS	  
en	  ratones	  y	  ratas,	  así	  como	  la	  aparición	  de	  cáncer	  de	  
colon	  (107,	  108).	  
Receptor	  retinoico	  X	  




Los	   ratones	   Rxra+/-­‐	   son	  muy	   sensibles	   al	   TNBS	   y	   al	  
DSS	   como	   modelo	   de	   colitis	   (109).	   La	   activación	   de	  
RXR	   con	   un	   ligando	   disminuye	   la	   inflamación	  
intestinal	   del	   modelo	   de	   TNBS,	   y	   este	   efecto	   parece	  
sinérgico	  al	  del	  agonista	  de	  PPARγ	  (110).	  	  
Receptor	  de	  hormona	  
tiroidea	  (TR)	  
Hormona	  tiroidea	   Desconocido	  




La	   vitamina	   D	   tiene	   un	   efecto	   protector	   en	   los	  
pacientes	   con	   EII	   (111,	   112).	   La	   expresión	   del	   VDR	  
también	  protege	  contra	  la	  colitis	  en	  un	  modelo	  animal	  
(113).	  
Receptores	  activados	  por	  
proliferadores	  






PPARγ	  está	  disminuido	  en	  las	  CEI	  de	  pacientes	  con	  CU	  
(114).	   El	   agonista	   de	   PPARγ	   condiciona	   efectos	   anti-­‐
inflamatorios	   en	   células	   Caco-­‐2	   y	   en	   modelos	  
animales	  experimentales	  (115).	  Su	  administración	  en	  
humanos	   también	   ha	   mostrado	   beneficio	   clínico	  
(116).	   PPARγ	   es	   una	   de	   las	   vías	   efectoras	   anti-­‐
inflamatorias	  de	  5-­‐ASA	  (117).	  
Receptor	  X	  de	  pregnano	   Xenobioticos,	  
rifaximina	  
El	   tratamiento	   con	   rifaximina	   tiene	   beneficio	   clínico	  
en	   los	   pacientes	   con	   EII	   (118).	   En	   modelos	   de	  
laboratorio	   se	   ha	   demostrado	   un	   efecto	   anti-­‐
inflamatorio	   y	   preservador	   de	   barrera	   intestinal	   de	  
los	  agonistas	  de	  PXR	  (119,	  120).	  
Receptor	  hepático	  X	  α,	  β	  
(LXR)	  
Oxisteroles	   Se	  detalla	  más	  adelante.	  
Receptor	  de	  estrógenos	  
α,	  β	  
Estradiol	   Su	   expresión	   está	   disminuida	   en	   la	  mucosa	   de	   colon	  
de	  pacientes	  con	  EII.	  17-­‐β	  estradiol	  tienen	  efecto	  anti-­‐










Los	   glucocorticoides	   permiten	   inducir	   la	   remisión	  













Los	   ratones	  deficientes	   en	   FXR	   son	  más	   susceptibles	  
al	   DSS	   o	   TNBS	   como	   modelo	   de	   colitis	   (123).	   La	  
expresión	   epitelial	   de	   moléculas	   pro-­‐inflamatorias	  
disminuyó	   al	   activar	   FXR	   (124).	   Hay	   una	   reducción	  
del	  RNAm	  de	  FXR	  en	  el	  colon	  inflamado	  de	  pacientes	  
con	  EC	  y	  en	  modelos	  murinos	  de	  colitis	  (123).	  
Receptor	  de	  andrógenos	   Testosterona	   Los	   niveles	   de	   testosterona	   en	   mujeres	   previos	   al	  




3.2.2 Descripción	  y	  mecanismo	  de	  acción	  de	  LXR	  
El	  receptor	  hepático	  X	  (liver	  X	  receptor,	  LXR)	  es	  un	  miembro	  de	  la	  familia	  de	  los	  RN	  
descubierto	   en	   1994	   en	   el	   hígado	   de	   rata	   (126).	   Pertenece	   a	   la	   subfamilia	   de	  
receptores	  nucleares	  huérfanos	  “adoptados”	  tras	  el	  descubrimiento	  en	  1995	  de	  un	  
ligando	   endógeno,	   los	   oxisteroles	   (127).	   Se	   han	   descrito	   dos	   isoformas:	   LXRα	   o	  
NR1H3	   (nuclear	   receptor	   subfamily	   1,	   group	   H,	   member	   3,	   localizado	   en	   el	  
cromosoma	   11p11.2)	   y	   LXRβ	   o	   NR1H2	   (nuclear	   receptor	   subfamily	   1,	   group	   H,	  
member	  2,	   localizado	  en	  el	  cromosoma	  19q13.3).	  En	  el	  humano	  ambas	   isoformas	  
comparten	  casi	  el	  80%	  de	  la	  secuencia	  de	  aminoácidos	  de	  su	  dominio	  de	  unión	  al	  
ADN	  y	  de	  su	  dominio	  de	  unión	  al	  ligando	  (128)	  por	  lo	  que	  responden	  a	  los	  mismos	  
ligandos	   (129),	   pero	   presentan	   expresión	   diferente	   dependiendo	   del	   tejido	  
estudiado.	   LXRα	   se	   expresa	   en	   el	   hígado,	   intestino,	   tejido	   adiposo	   y	  macrófagos,	  
mientras	  que	  LXRβ	  es	  prácticamente	  ubicuo	  (130),	  sobre	  todo	  está	  presente	  en	  el	  
sistema	  inmune,	  vesícula	  biliar,	  islotes	  pancreáticos,	  tejido	  muscular	  esquelético	  y	  
Tabla	   6:	   Receptores	   nucleares,	   sus	   ligandos	   endógenos	   conocidos,	   y	   las	   evidencias	   de	   su	  














3.2.3 Ligandos	  endógenos	  y	  agonistas	  sintéticos	  de	  LXR	  
Los	  ligandos	  endógenos	  de	  LXR	  son	  los	  denominados	  oxisteroles	  (127),	  que	  
son	   derivados	   oxidados	   del	   colesterol	   entre	   los	   que	   se	   incluyen	   22(R)-­‐
hidroxicolesterol,	   24(S)-­‐hidroxicolesterol,	   24(S),25-­‐epoxicolesterol,	   20(S)-­‐
hidroxicolesterol,	  y	  27-­‐hidroxicolesterol.	  Sin	  embargo	  el	  propio	  colesterol	  no	  es	  un	  
ligando	   de	   LXR.	   También	   se	   han	   descrito	   otros	   agonistas	   naturales	   de	   LXRα	   y	   β	  
como	  la	  glucosa	  a	  concentraciones	  elevadas	  (134)	  y	  los	  fitosteroles	  (135);	  así	  como	  
Figura	  5:	  Mecanismo	  de	  acción	  de	  LXR.	  La	  llegada	  de	  un	  agonista	  ya	  sea	  sintético	  (GW3965)	  o	  
endógeno	   (oxisteroles)	   permite	   su	   unión	   a	   LXR	   en	   el	   núcleo,	   donde	   se	   encuentra	   formando	  
heterodímeros	  junto	  al	  receptor	  retinoide	  X	  (RXR),	  unidos	  a	  los	  elementos	  de	  respuesta	  de	  LXR	  
y	  bloqueados	  por	  un	  complejo	  co-­‐represor.	  El	  agonista	  permite	   la	   liberación	  del	  complejo	  co-­‐









otros	   agonistas	   selectivos	   tales	   como	   un	   subtipo	   de	   ácidos	   biliares	   para	   LXRα	  
(136),	   y	   N-­‐aciltiadiazolinas	   para	   LXRβ	   (137).	   Además,	   se	   han	   comercializado	  
ligandos	  sintéticos	  de	  LXR	  como	  GW3965	  (138),	  T0901317	  (139),	  DMHCA	  (140)	  y	  
un	  agonista	  específico	  de	  LXR	  a	  nivel	  intestinal,	  GW6340	  (141).	  
	  
3.2.4 Funciones	  de	  LXR.	  	  
LXR	   modula	   la	   transcripción	   de	   sus	   genes	   diana	   uniéndose	   a	   los	   denominados	  
elementos	  de	  respuesta	  de	  LXR,	  y	  los	  cambios	  en	  la	  transcripción	  determinan	  sus	  
diferentes	  funciones.	  
	  
3.2.4.1 LXR	  en	  el	  metabolismo	  lipídico.	  
El	  colesterol	  es	  un	  precursor	  de	  las	  hormonas	  esteroideas,	  ácidos	  biliares	  y	  
vitamina	  D;	  también	  es	  un	  componente	  esencial	  de	  las	  membranas	  celulares	  (142)	  
y	   se	   relaciona	   con	   su	   permeabilidad.	   La	   homeostasis	   de	   colesterol	   se	   mantiene	  
gracias	   a	   un	   cuidadoso	   equilibrio	   entre	   su	   transporte,	   síntesis,	   absorción	   y	  
eliminación.	   Dos	   tercios	   del	   colesterol	   plasmático	   se	   transportan	   en	   las	  
denominadas	   lipoproteínas	   de	   baja	   densidad	   (low-­‐density	   lipoprotein,	   LDL),	  
mientras	  que	  un	  tercio	  del	  colesterol	  es	  captado	  desde	   los	  tejidos	  periféricos	  por	  
las	   lipoproteínas	  de	  alta	  densidad	  (high-­‐density	  lipoprotein,	  HDL)	  que	  a	  su	  vez	  es	  
transportado	   hasta	   el	   hígado	   para	   su	   excreción	   biliar,	   proceso	   que	   se	   denomina	  
transporte	  reverso	  de	  colesterol.	  En	  la	  Tabla	  7	  se	  muestran	  los	  genes	  diana	  de	  LXR	  





Gen	  diana,	  y	  
acción	  de	  
LXR	  sobre	  su	  
expresión	  	  
Función	   Referencia	  
ABCA1	   Media	   el	   transporte	   de	   fosfolípidos	   y	   colesterol	   a	  
apolipoproteinas	   pobres	   en	   lípidos	   como	   Apo-­‐A1,	  
que	   estabiliza	   la	   partícula	   de	   HDL	   y	   aumenta	   sus	  
niveles	  plasmáticos	  
(143)	  
ABCG1	   Responsable	   junto	   con	   ABCA1	   del	   flujo	   del	  




Promueve	  el	  flujo	  lipídico	  hacia	  el	  exterior	  celular	  y	  





Facilita	   el	   paso	   de	   fosfolípidos	   desde	   las	  




Enzima	  esencial	  en	  la	  glucuronidación	  de	  los	  ácidos	  





Presentes	  en	  la	  membrana	  apical	  de	  los	  enterocitos	  
promoviendo	   la	   excreción	   trans-­‐intestinal	   de	  
colesterol	  y	  también	  en	  la	  membrana	  canalicular	  de	  
los	  hepatocitos	  favoreciendo	  su	  excreción	  biliar	  	  
(148,	  149)	  
NPC1L1	   Transportador	  presente	  en	  la	  membrana	  en	  cepillo	  
de	   los	   enterocitos	   y	   necesario	   para	   la	   absorción	  




Lipogénesis,	  hígado	  graso	  e	  hipertrigliceridemia	   (151)	  
SREBP1c	  
	  
Lipogénesis,	  hígado	  graso	  e	  hipertrigliceridemia	   (139)	  
	  
Tabla	  7:	  Genes	  diana	  de	  LXR	  implicados	  en	  el	  metabolismo	  lipídico.	  El	  efecto	  de	  la	  estimulación	  de	  
LXR	  sobre	  cada	  gen	  diana	  se	  muestra	  como	  una	  flecha	  verde	  apuntando	  hacia	  arriba	  (aumento	  de	  la	  
expresión	   del	   gen)	   o	   una	   flecha	   roja	   hacia	   abajo	   (disminución	   de	   la	   expresión).	   Abreviaturas:	  
ABCA1:	  transportador	  dependiente	  de	  ATP	  A1;	  ABCG1,	  5,	  8:	  transportador	  dependiente	  de	  ATP	  G1,	  
5,	   8;	   PLTP:	   proteína	   de	   transferencia	   de	   fosfolípidos;	   UGT1A3:	   UDP	   glucuronosiltransferasa	   1-­‐3;	  










LXR	   participa	   en	   el	   transporte	   reverso	   de	   colesterol,	   tanto	   en	   el	  
macrófago	  como	  en	  el	  epitelio	  intestinal,	  donde	  ABCA1	  es	  una	  pieza	  clave	  (152).	  De	  
hecho	   hay	   estudios	   (141,	   153,	   154)	   que	   sugieren	   que	   la	   activación	   intestinal	   de	  
LXR	  puede	  ser	  la	  pieza	  fundamental	  de	  dicho	  transporte.	  	  
	  
3.2.4.2 LXR	  en	  el	  metabolismo	  de	  la	  glucosa	  
La	   activación	   de	   LXR	  mejora	   los	   niveles	   de	   glucosa	   en	   ratones	   diabéticos	  
(155),	  y	  parece	  que	  dichos	  efectos	  se	  deben	  a	   la	  supresión	  de	   la	  gluconeogénesis	  
hepática	  y	  a	  una	  mejoría	  de	  la	  sensibilidad	  a	  la	  insulina	  (156-­‐158)	  .	  	  
	  
3.2.4.3 LXR	  y	  cáncer	  
Se	   ha	   demostrado	   que	   LXR	   se	   expresa	   en	   células	   cancerígenas,	   y	   que	  
interviene	   en	   la	   proliferación	   y	   muerte	   celular.	   La	   activación	   de	   LXR	   redujo	   la	  
proliferación	   de	   varias	   líneas	   celulares	   de	   cáncer	   de	  mama	   (159)	   y	   de	   próstata	  
(160),	   probablemente	   mediada	   por	   el	   aumento	   de	   expresión	   de	   p27	   y	  
estabilización	  de	  las	  células	  en	  la	  fase	  G1	  del	  ciclo	  celular,	  así	  como	  por	  el	  bloqueo	  
de	   la	   ruta	   AKT	   (161).	   En	   células	   de	   cáncer	   de	   colon	   la	   activación	   de	   LXR	   ha	  
demostrado	   inhibir	   la	   proliferación	   modulando	   la	   expresión	   de	   reguladores	   del	  
ciclo	  celular	  (162),	  inhibiendo	  la	  actividad	  oncogénica	  de	  la	  β-­‐catenina	  (163),	  y	  por	  
piroptosis	   mediada	   por	   la	   activación	   de	   caspasa-­‐1,	   efecto	   no	   transcripcional	   de	  
LXRβ	  (164).	  	  
	  
3.2.4.4 LXR	  e	  inflamación	  
El	   estudio	   de	   LXR	   en	   un	   contexto	   de	   inflamación	   se	   ha	   llevado	   a	   cabo	  
fundamentalmente	  en	  el	  macrófago,	  mientras	  que	  apenas	  ha	  sido	  estudiado	  en	  la	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CEI.	   La	   activación	   de	   LXR	   bloquea	   la	   inducción	   de	   proteínas	   inflamatorias	  
como	   la	   forma	   inducible	   de	   la	   óxido	   nítrico	   sintasa	   (iNOS),	   la	   ciclooxigenasa	   2	  
(COX-­‐2),	   la	   IL-­‐6	   y	   la	   metaloproteasa	   de	   matriz	   9	   (MMP-­‐9)	   en	   macrófagos	   en	  
respuesta	  LPS,	  TNFα	  e	  IL-­‐1β	  (165,	  166),	  antagonizando	  la	  ruta	  inflamatoria	  de	  NF-­‐
κB.	  Esta	  inhibición	  es	  menor	  en	  macrófagos	  de	  ratones	  deficientes	  en	  LXRα	  y	  LXRβ,	  
y	  desaparece	  en	  los	  deficientes	  en	  LXRαβ.	  Por	  otro	  lado	  LXR	  parece	  interaccionar	  
con	   los	   TLR.	   Se	   ha	   visto	   que	   componentes	   bacterianos	   o	   virales	   bloquean	   la	  
expresión	  de	   los	   genes	  diana	  de	  LXR	  en	  macrófagos	  por	   la	   activación	  de	  TLR3	  y	  
TLR4	   (167,	   168),	   proceso	   mediado	   por	   un	   efector	   de	   ambos	   TLR,	   IRF3,	  
independiente	  de	  la	  vía	  MyD88	  y	  NF-­‐κB.	  Este	  bloqueo	  también	  se	  observó	   in	  vivo	  
en	   ratones	   tratados	   con	   un	   agonista	   de	   LXR,	   GW3965,	   tras	   recibir	   poli	   I:C	  
intraperitoneal,	   una	   doble	   cadena	   de	   ARN	   que	   se	   une	   a	   TLR3.	   Por	   lo	   tanto,	   la	  
comunicación	   recíproca	   entre	   TLR	   y	   LXR	   condiciona	   que	   durante	   la	   infección	   la	  
excreción	  de	  colesterol	  esté	  disminuida,	  lo	  cual	  podría	  ser	  una	  de	  las	  causas	  de	  la	  
colestasis	   observada	   frecuentemente	   en	   la	   sepsis.	   LXR	   también	   promueve	   la	  
expresión	  de	  moléculas	  anti-­‐inflamatorias	  como	  la	  arginasa	  II	  (169),	  que	  cataliza	  la	  
L-­‐arginina	  evitando	  así	  su	  unión	  a	  iNOS.	  	  
Hay	   varios	   estudios	  que	  demuestran	  que	   los	   agonistas	  de	  LXR	  mejoran	   la	  
inflamación	  en	  modelos	  in	  vivo.	  En	  un	  modelo	  de	  dermatitis	  irritante	  por	  contacto	  
los	  ratones	  tratados	  con	  GW3965	  o	  T0901317	  presentaron	  mejor	  evolución	  clínica	  







3.2.4.5 LXR	  y	  enfermedad	  inflamatoria	  intestinal	  
El	  papel	  anti-­‐inflamatorio	  de	  los	  receptores	  LXR	  en	  un	  modelo	  animal	  de	  
EII	   ha	   sido	   estudiado	   por	   Jakobsson	   et	   al	   (171),	   quienes	   observaron	   una	   peor	  
evolución	   de	   peso,	   sangrado	   rectal	   y	   diarrea,	   así	   como	   un	   mayor	   patrón	  
inflamatorio	   en	  el	   colon	  de	   ratones	  deficientes	  para	  LXR	   (sobre	   todo	   los	   ratones	  
LXRβ-­‐/-­‐	   y	   LXRαβ-­‐/-­‐)	   comparado	   con	   los	   ratones	   salvajes	   tras	   aplicarles	  DSS	   en	   el	  
agua	   de	   bebida	   o	   por	   TNBS	   por	   vía	   rectal.	   También	   observaron	   que	   la	  
administración	   de	   GW3965	   los	   4	   días	   previos	   al	   agente	   químico	   conllevó	   una	  
recuperación	  más	  rápida	  del	  peso,	  y	  una	  menor	  respuesta	  inflamatoria	  en	  el	  colon,	  
hallazgo	   que	   se	   confirmó	   también	   en	   el	   modelo	   de	   administración	   de	   LPS	  
peritoneal.	   Dicho	   efecto	   anti-­‐inflamatorio	   del	   GW3965	   se	   perdía	   en	   ratones	   sin	  
expresión	  de	  la	  isoforma	  LXRβ.	  En	  células	  epiteliales	  en	  cultivo	  se	  pudo	  demostrar	  
que	  el	  pre-­‐tratamiento	  con	  GW3965	  disminuyó	  la	  expresión	  génica	  de	  marcadores	  
inflamatorios	   tras	   la	   incubación	   con	   TNFα,	   y	   TNFα	   junto	   con	   LPS,	   efecto	   que	  
desaparecía	   al	   disminuir	   la	   expresión	   de	   LXRβ.	   Finalmente	   se	   objetivó	   que	   la	  
expresión	  de	  LXRα	  y	  LXRβ	  por	  reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  cuantitativa	  en	  
tiempo	   real	   (qPCR)	   en	   biopsias	   de	   colon	  de	   pacientes	   con	  EII	   era	  menor	   que	   en	  
pacientes	  control.	  Otro	  estudio	  reciente	  (172)	  también	  observó	  una	  menor	  pérdida	  
de	   peso,	   un	   menor	   patrón	   inflamatorio	   en	   el	   examen	   histológico	   y	   una	   menor	  
expresión	  de	  genes	  pro-­‐inflamatorios	  en	  el	  colon	  de	   los	  ratones	  pre-­‐tratados	  con	  
agonistas	   de	   LXR	   -­‐	   DMHCA	   y	   T0901317	   –	   antes	   de	   la	   administración	   de	   DSS,	  
comparados	   con	   vehículo.	   Llamativamente,	   la	   relación	   existente	   entre	   LXR	   y	   la	  
función	   de	   barrera	   fue	   valorada	   en	   un	   estudio	   que	   observó	   que	   la	   deleción	  
específica	  en	  el	   intestino	  del	  gen	  de	  FAS	  produjo	  una	  disminución	   	  en	   la	  capa	  de	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moco,	  un	  incremento	  en	  la	  permeabilidad	  intestinal,	  colitis	  e	  inflamación	  sistémica	  
acompañados	  de	  cambios	  en	  la	  microbiota	  intestinal	  (173).	  	  
Por	   último,	   los	   oxisteroles,	   agonistas	   endógenos	   de	   LXR,	   se	   encuentran	  
alterados	  en	  el	  colon,	  la	  sangre	  y	  el	  hígado	  de	  los	  ratones	  tratados	  con	  DSS	  o	  TNBS	  
(174).	   El	   4β hidroxicolesterol	   y	   25	   hidroxicolesterol	   estaban	   aumentados	   en	   el	  
colon	   de	   los	   animales,	   mientras	   que	   7α	   hidroxicolesterol-­‐none	   y	   25	  
hidroxicolesterol	   estaban	   elevados	   en	   las	   biopsias	   de	   pacientes	   con	   EII.	   La	  
administración	   de	   4β	   hidroxicolesterol	   a	   ratones	   del	  modelo	   de	   DSS	   condicionó	  
aumento	   de	   la	   expresión	   de	   marcadores	   de	   inflamación,	   mientras	   que	   la	  
administración	  de	  25	  hidroxicolesterol	  no	  tuvo	  ningún	  efecto.	  	  
El	  papel	  de	  los	  receptores	  LXR	  y	  sus	  genes	  diana	  (ABCA1	  y	  FAS)	  no	  ha	  sido	  
estudiado	  en	  otros	  modelos	  de	  EII	  como	  el	  ratón	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  o	  en	  la	  EII	  humana.	  
	  
3.2.4.6 Relevancia	  de	  ABCA1	  en	  el	  efecto	  de	  LXR	  sobre	  la	  cascada	  inflamatoria	  y	  
sobre	  la	  proliferación	  observada	  en	  el	  cáncer	  
Las	  CEI	   captan	  moléculas	  de	   colesterol,	   que	   son	  oxidadas	   y	   activan	   a	  LXR	  
induciendo	   la	   expresión	   de	   ABCA1,	   una	   proteína	   de	  membrana	   cuya	   función	   es	  
mediar	   el	   transporte	   de	   colesterol,	   fosfolípidos	   y	   otras	   moléculas	   lipofílicas	   a	  
través	  de	  la	  membrana	  celular	  donde	  son	  aceptadas	  por	  las	  HDL	  (175).	  	  
Es	   importante	   comentar	   que	   estudios	   en	   macrófagos	   han	   mostrado	   el	  
papel	   anti-­‐inflamatorio	   de	   ABCA1.	   Los	   macrófagos	   aislados	   de	   ratones	  
deficientes	   en	   ABCA1	   presentan	   mayores	   niveles	   de	   IL-­‐1β	   y	   TNFα	   que	   los	  
controles	   salvajes	   y	   los	   deficientes	   en	   LDL,	   y	   el	   aumento	   de	   IL-­‐1β,	   TNFα, IL-­‐6	   e	  
IFNγ	   tras	   administrar	   LPS	   intraperitoneal	   fue	   mayor	   (176).	   Este	   efecto	   está	  
mediado	  por	  la	  ruta	  de	  NF-­‐κB	  y	  MAP	  quinasas	  (177).	  Ito	  et	  al	  demostraron	  que	  los	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macrófagos	   deficientes	   en	   ABCA1	   no	   presentaban	   la	   reducción	   de	   citocinas	   pro-­‐
inflamatorias	  conseguida	  con	  un	  agonista	  de	  LXR,	  la	  cual	  está	  mediada	  por	  vías	  de	  
señalización	   dependientes	   de	   TLR4,	   concretamente	   p44-­‐42	   MAP	   quinasas,	   p38,	  
JNK	  MAP	  quinasas	  y	  NF-­‐κB	  (178),	  y	  este	  efecto	  es	  dependiente	  de	  LXR	  y	  de	  ABCA1.	  
El	   estudio	   in	  vivo	  mostró	  que	   la	   administración	  de	  un	  agonista	  de	  LXR	  a	   ratones	  
ABCA1-­‐/-­‐	  estimulados	  con	  LPS	  redujo	  en	  menor	  medida	  la	  expresión	  de	  genes	  pro-­‐
inflamatorios	  con	  respecto	  a	  ratones	  salvajes	  tratados	  con	  el	  agonista.	  	  
El	   mecanismo	   del	   efecto	   anti-­‐inflamatorio	   de	   ABCA1	   parece	   mediado	   al	  
menos	   en	   parte	   por	   su	   capacidad	   de	   modular	   el	   contenido	   de	   colesterol	   de	   las	  
llamadas	   balsas	   lipídicas	   (lipid	   rafts).	   Estas	   son	   microdominios	   de	   membrana	  
enriquecidos	   con	   colesterol	   y	   esfingolípidos	   que	   participan	   en	   el	   tráfico	  
transmembrana,	   en	   procesos	   inmunológicos	   y	   neuronales	   de	   membrana,	   en	   la	  
adhesión	   celular,	   así	   como	   punto	   de	   unión	   para	   receptores	   de	  microorganismos	  
(179).	  La	  cantidad	  de	  colesterol	  de	   las	  balsas	   lipídicas	   tiene	  gran	   importancia	  en	  
los	   procesos	   inflamatorios.	   Un	   estudio	   en	   macrófagos	   alveolares	   relacionó	   la	  
disminución	   de	  moléculas	   pro-­‐inflamatorias	   con	   la	   disminución	   de	   colesterol	   en	  
las	  balsas	   lipídicas	  y	  un	  menor	  paso	  de	  TLR4	  a	   los	  mismos,	   efecto	  que	   se	  perdía	  
cuando	   se	   silenció	   LXRα	   (180).	   La	   activación	   de	   LXR	   redujo	   la	   cantidad	   de	  
colesterol	   de	   las	   balsas	   lipídicas	   en	   macrófagos	   salvajes	   y	   no	   en	   macrófagos	  
deficientes	  en	  LXR	  ni	  en	  deficientes	  en	  ABCA1	  (178).	  También,	  el	  reclutamiento	  de	  
MyD88	  y	  TRAF6	  por	  las	  balsas	  lipídicas	  tras	  la	  estimulación	  con	  LPS	  se	  redujo	  con	  
la	  activación	  de	  LXR,	  y	  este	  efecto	  se	  perdía	  en	  macrófagos	  deficientes	  en	  ABCA1,	  
que	  además	  presentaban	  un	  aumento	  de	  las	  balsas	  lipídicas(181).	  La	  depleción	  de	  
colesterol	  en	  estos	  macrófagos	  también	  consiguió	  reducir	  la	  secreción	  de	  citocinas	  
pro-­‐inflamatorias	  (177).	  En	  un	  estudio	  de	  daño	  pulmonar	  agudo	  la	  administración	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de	   platicodina	   D	   en	   células	   epiteliales	   pulmonares	   estimuladas	   con	   LPS	   tuvo	   un	  
efecto	   anti-­‐inflamatorio	   mediado	   por	   LXRα,	   que	   condiciona	   disminución	   del	  
colesterol	  de	   las	  balsas	   lipídicas	  y	  menor	  reclutamiento	  de	  TLR4	  por	   los	  mismos	  
(182).	   Finalmente,	   los	   macrófagos	   deficientes	   en	   ABCA1	   tenían	   una	   mayor	  
cantidad	  de	  colesterol	  libre	  en	  las	  balsas	  lipídicas,	  y	  presentaban	  un	  mayor	  tráfico	  
de	   TLR4	   hacia	   los	   mismos	   de	   manera	   espontánea	   y	   tras	   estimularlos	   con	   LPS	  
comparado	   con	   macrófagos	   salvajes	   (183).	   Por	   otro	   lado,	   ABCA1	   puede	  
interaccionar	  con	  la	  apolipoproteina	  A1	  (apoA-­‐1),	  y	  así	  disminuir	  la	  producción	  de	  
citocinas	   pro-­‐inflamatorias,	   lo	   cual	   puede	   estar	   mediado	   por	   STAT3	   (184).	   Por	  
tanto,	   ABCA1	   podría	   ser	   explorada	   como	   diana	   terapéutica	   en	   enfermedades	   de	  
base	  inflamatoria	  mediada	  por	  macrófagos	  como	  la	  EII	  (185).	  	  
Por	  último,	  parece	  existir	  también	  una	  comunicación	   cruzada	  por	  la	  cual	  
la	   expresión	   de	   ABCA1	   disminuye	   en	   respuesta	   a	   moléculas	   pro-­‐inflamatorias	  
como	   IL-­‐1β	   y	   TNFα,	   hecho	   observado	   en	   CEI	   en	   cultivo,	   así	   como	  macrófagos	   y	  
células	  epiteliales	  pulmonares	  (168,	  186,	  187).	  No	  queda	  claro	  si	  este	  efecto	  está	  
mediado	  por	  LXR.	  
Finalmente,	   el	   efecto	   anti-­‐proliferativo	   de	   LXR	   observado	   previamente	  
podría	  estar	  relacionado	  también	  con	   las	  balsas	   lipídicas	  por	  medio	  de	  la	  protein	  
quinasa	  AKT,	  una	  quinasa	  de	  vía	  oncogénica.	  Se	  ha	  demostrado	  que	  cambios	  en	  el	  
contenido	   del	   colesterol	   de	   las	  membranas	   tras	   administrar	   un	   agonista	   de	   LXR	  
condicionan	  una	  disrupción	  de	  las	  balsas	  lipídicas,	  disminución	  de	  la	  actividad	  de	  
la	   vía	   de	   AKT	   y	   con	   ello	   la	   reactivación	   de	   la	   apoptosis	   (161,	   188).	   Los	   autores	  
relacionan	  el	  efecto	  con	  ABCG1,	  si	  bien	  ABCA1	  podría	  ser	  también	  responsable.	  
Este	   efecto	   anti-­‐inflamatorio	   y	   anti-­‐proliferativo	   de	   ABCA1	   no	   ha	   sido	  

































La	  enfermedad	   inflamatoria	   intestinal	   constituye	  un	   importante	  y	   creciente	  
problema	   sanitario.	   Su	   etiopatogenia	   no	   es	   del	   todo	   conocida,	   y	   no	   existen	  
marcadores	   específicos	   para	   su	   diagnóstico,	   ni	   para	   el	   de	   sus	   subtipos	   más	  
importantes,	   la	   colitis	   ulcerosa	   y	   la	   enfermedad	   de	   Crohn.	   La	   presencia	   de	   una	  
respuesta	   inflamatoria	   inapropiada	   es	   crítica	   en	   su	   patogenia.	   Por	   tanto,	   no	   es	  
sorprendente	   que	   su	   tratamiento	   esté	   esencialmente	   dirigido	   al	   bloqueo	   de	   la	  
cascada	  inflamatoria.	  No	  obstante,	  la	  terapia	  médica	  actual	  no	  es	  siempre	  efectiva	  y	  
sus	  efectos	  secundarios	  pueden	  ser	  potencialmente	  graves.	  	  
Sin	  duda,	  el	  conocimiento	  preciso	  de	  los	  mecanismos	  asociados	  a	  la	  presencia	  
de	  la	  respuesta	  inflamatoria	  inapropiada,	  característica	  esencial	  de	  la	  EII,	  es	  crítico	  
para	   una	   mejor	   comprensión	   de	   la	   enfermedad	   y	   especialmente,	   para	   la	  
identificación	   de	   potenciales	   tratamientos.	   En	   este	   sentido,	   la	   valoración	   de	   la	  
implicación	  del	   receptor	  nuclear	  LXR,	  partícipe	  de	   la	   regulación	  de	   la	   cascada	  de	  
respuesta	   inflamatoria	   pudiera	   arrojar	   luz	   sobre	   algunos	   de	   estos	   aspectos	   aún	  
desconocidos	  en	  la	  EII.	  	  
Por	   otra	   parte,	   la	   modulación	   farmacológica	   de	   LXR,	   con	   un	   demostrado	  
potencial	   anti-­‐inflamatorio	   en	   estudios	   previos	   en	   el	   macrófago	   (178),	   puede	  
asimismo	  constituir	  una	  diana	  adicional	  para	  el	  tratamiento	  de	  la	  EII.	  	  
Llamativamente,	  el	  efecto	  anti-­‐inflamatorio	  asociado	  a	  la	  modulación	  de	  LXR	  
no	   ha	   sido	   estudiado	   en	   el	   epitelio	   intestinal;	   por	   otra	   parte	   el	   análisis	   de	   este	  
potencial	  efecto	  terapéutico	  en	  modelos	  animales	  agresivos	  de	  EII	  (171)	  puede	  no	  
reflejar	   apropiadamente	   la	   enfermedad	  humana	  y	  por	   tanto,	   limitar	   la	   capacidad	  
64	  
	  
traslacional	   de	   los	   efectos	   observados.	   Por	   lo	   tanto,	   la	   presente	   tesis	   pretende	  
evaluar,	  desde	  una	  perspectiva	  claramente	  traslacional,	  el	  papel	  de	  LXR	  en	  la	  EII	  a	  
partir	   de	   una	   triple	   aproximación:	   valoración	   en	   cultivos	   celulares	   de	   epitelio	  
ileocólico,	   en	   ratones	   genéticamente	   modificados	   que	   desarrollan	   ileocolitis	  
crónica	   con	   notables	   similitudes	   con	   la	   enfermedad	   humana,	   y	   en	   biopsias	  
endoscópicas	  de	  colon.	  	  
	  
4.2 HIPOTESIS	  GENERAL	   	  
La	  vía	  de	   señalización	  LXR-­‐ABCA1	   tiene	  un	  papel	   anti-­‐inflamatorio	   en	   el	   epitelio	  
del	  colon,	  y	  la	  expresión	  epitelial	  de	  LXR	  puede	  estar	  modificada	  en	  la	  EII.	  	  
	  
4.3 HIPÓTESIS	  ESPECÍFICAS	  
Ø El	   porcentaje	   de	   núcleos	   positivos	   para	   LXR	   en	   el	   epitelio	   intestinal	   tiene	  
capacidad	  diagnóstica	  o	  pronóstica	  en	  sujetos	  con	  EII.	  
Ø La	   estimulación	   de	   LXR	   con	   el	   agonista	   específico	   GW3965	   reduce	   la	  









































Determinar	  la	  capacidad	  diagnóstica	  y	  potencial	  efecto	  anti-­‐inflamatorio	  de	  la	  ruta	  
LXR-­‐ABCA1	  en	  el	  epitelio	  intestinal	  del	  colon	  en	  la	  EII.	  	  	  
	  
5.2 Específicos	  
1)	  Valorar	  el	  impacto	  diagnóstico	  y	  pronóstico	  de	  los	  cambios	  de	  LXR	  en	  la	  mucosa	  
de	   colon	   en	   una	   cohorte	   de	   pacientes	   con	   EII	   en	   sus	   tres	   subtipos	   principales	  
(colitis	  ulcerosa,	  enfermedad	  de	  Crohn	  y	  colitis	  inclasificable).	  	  	  
2)	  Analizar	  la	  expresión	  génica	  y	  proteica	  de	  LXR	  y	  sus	  genes	  diana	  en	  el	  colon	  del	  
ratón	  deficiente	  en	  IL-­‐10.	  	  
3)	   Estudiar	   el	   efecto	   de	   un	   estímulo	   inflamatorio	   sobre	   el	   epitelio	   intestinal	   en	  
cultivo	  celular,	  sobre	  la	  expresión	  de	  LXR,	  sus	  genes	  diana	  y	  quimiocinas.	  	  
4)	   Estudiar	   el	   efecto	   de	   la	   estimulación	   farmacológica	   de	   LXR	   sobre	   el	   epitelio	  
intestinal.	  	  
5)	   Valorar	   el	   efecto	   de	   la	   administración	   de	   un	   agonista	   farmacológico	   de	   LXR	  
sobre	   la	  expresión	  de	  quimiocinas	  de	  secreción	  de	  células	  epiteliales	   intestinales	  
en	  condiciones	   in	  vitro	  de	   inflamación	  epitelial,	  y	  así	  validar	  en	   la	  célula	  epitelial	  
intestinal	  los	  datos	  existentes	  en	  el	  macrófago.	  	  
6)	   Identificar	   el	   mecanismo	   del	   efecto	   anti-­‐inflamatorio	   del	   agonista	   de	   LXR	   en	  
cultivos	  de	  células	  Caco-­‐2	  en	  condiciones	  inflamatorias.	  	  
7)	  Determinar	  el	  papel	  mediador	  de	  ABCA1	  sobre	  el	  efecto	  anti-­‐inflamatorio	  y	  anti-­‐





































6 PACIENTES,	  MATERIALES	  Y	  MÉTODOS	  
	  
	  
6.1 Consideraciones	  generales.	  
El	  presente	  proyecto	  se	  ha	  desarrollado	  en	  las	  instalaciones	  pertenecientes	  al	  
Hospital	   General	   Universitario	   Gregorio	   Marañón	   y	   al	   Instituto	   de	   Investigación	  
Sanitaria	  del	  Hospital	  Gregorio	  Marañón	  (IiSGM)	  y	  con	  la	  participación	  de:	  	  
(i).	  Servicio	  de	  Aparato	  Digestivo	  incluyendo	  a	  la	  Sección	  de	  Endoscopia	  Digestiva,	  
que	  cuenta	  con	  la	  acreditación	  según	  la	  norma	  ISO	  2001:9008	  para	  la	  realización	  
de	  pruebas	  diagnósticas,	  terapéuticas	  y	  funcionales	  del	  aparato	  digestivo.	  	  
(ii).	  Animalario	  y	  Laboratorio	  de	  investigación	  en	  Hepatología	  y	  Gastroenterología,	  
perteneciente	   al	   IiSGM	  y	   la	  Universidad	  Complutense	  de	  Madrid,	   que	   cuenta	   con	  
financiación	   del	   Centro	   de	   Investigación	   Biomédica	   en	   Red	   de	   Enfermedades	  
Hepáticas	  y	  Digestivas	  (CIBEREHD).	  
(iii).	  Departamento	  de	  Anatomía	  Patológica.	  
Los	  procedimientos	  empleados	  para	  la	  obtención,	  procesamiento	  y	  uso	  de	  las	  
muestras	  de	  origen	  humano	  y	  animal	  fueron	  evaluados	  y	  autorizados	  por	  el	  Comité	  
de	  Ética	  de	  Investigación	  Clínica	  del	  área	  1,	  del	  HGUGM	  (CEIC-­‐A1).	  
	  
6.2 Materiales.	  
6.2.1 Reactivos,	  soluciones	  y	  tampones.	  
En	  las	  Tablas	  8	  y	  9	  se	  muestran	  las	  soluciones	  y	  los	  productos	  de	  uso	  general	  en	  el	  




Solución	   Composición	  
PBS	  10x	   9	  L	  de	  agua	  destilada	  
80	  g	  NaCl	  
2	  g	  KCl	  
6,1	  g	  Na2HPO4	  
2	  g	  KH2PO4	  
Rellenar	  hasta	  un	  volumen	  total	  10	  L	  con	  agua	  destilada	  
Ajustar	  a	  pH	  7,4	  
PBS-­‐Tween	   Añadir	  Tween	  al	  1/1000	  a	  PBS	  	  
TBS	  10x	   5	  L	  de	  agua	  destilada	  
96,9	  g	  TRIS	  Base	  
701,3	  g	  NaCl	  
Rellenar	  hasta	  un	  volumen	  total	  8	  L	  con	  agua	  destilada	  
Autoclavar	  
TBS-­‐Tween	   Añadir	  Tween	  a	  TBS	  1x	  al	  1/1000	  
	  
Agente	   Función	   Marca	  comercial	  
DMSO-­‐Dimetilsulfóxido	   Criopreservante	  para	  la	  congelación	  de	  cultivos	  celulares	  	   Life	  Technologies	  
Triton	  x-­‐100	   Detergente	  para	  solubilizar	  proteínas	   Acros-­‐Organics	  
Tween	  20	   Detergente	  para	  buffer	  de	  western	  blot,	  IHQ,	  qPCR	   Sigma-­‐Aldrich	  




Se	  utilizaron	  los	  siguientes	  reactivos:	  	  
Ø Agonista	  de	  LXR.	  Se	  usó	  el	  GW3965	  (Sigma-­‐Aldrich)	  (171).	  	  
Ø Antagonista	  de	  ABCA1.	  Se	  utilizó	  la	  glibenclamida	  (Sigma-­‐Aldrich).	  	  
Ø Vehículo	  de	  ambos	  compuestos.	  Se	  utilizó	  DMSO	  (Life	  Technologies).	  
















6.2.2 Anticuerpos	  primarios	  
La	  Tabla	  10	  muestra	  un	  listado	  de	  los	  anticuerpos	  primarios	  utilizados:	  
Proteína	   Especie	  
que	  
reconoce	  








Referencia	   	  
	  
	  
LXRαβ	   Humano,	  
ratón,	  
rata	  
Policlonal	   Cabra	   IHQ	  ratón	   Imgenex	   IMG-­‐3380	  
LXRαβ	   Humano	   Monoclonal	   Ratón	   IHQ	  
humano	  




LXRαβ	   Humano	   Monoclonal	   Ratón	   WB	  
humano	  




ABCA1	   Humano,	  
ratón,	  
rata	  
Policlonal	   Cabra	   IHQ	  ratón	   Santa	   Cruz	  
Biotechnology	  
sc-­‐5491	  
E-­‐cadherina	   Humano,	  
ratón,	  
perro	  
Monoclonal	   Rata	   IFI	   tejido	  
ratón	  
Santa	   Cruz	  
Biotechnology	  
sc-­‐59778	  
GAPDH	   Humano,	  
ratón,	  
otros	  
Monoclonal	   Conejo	   WB	  
humano	  
Cell	   Signaling	  
Technology	  
5174	  
LXRα	   Humano,	  
ratón,	  
rata	  
Policlonal	   Cabra	   IHQ	  ratón	   Santa	   Cruz	  
Biotechnology	  
sc-­‐1202	  
LXRβ	   Humano,	  
ratón,	  
rata	  
Policlonal	   Cabra	   IHQ	  ratón	   Santa	   Cruz	  
Biotechnology	  
sc-­‐1203	  
NFκB	  p65	   Humano,	  
ratón,	  
rata	  
Policlonal	   Conejo	   IFI	   celular	  	  
humano,	  
IHQ	  ratón	  








Monoclonal	   Ratón	   WB	  
humano	  









Policlonal	   Conejo	   WB	  
humano	  
Cell	   Signaling	  
Technology	  
9101	  
IL-­‐8	   	   	   	   ELISA	   eBioscience	   Ready-­‐set-­‐Go!	  
2nd	  Generation	  
AKT	   Humano,	  
ratón,	  
rata	  
























6.2.3 Anticuerpos	  secundarios	  
Según	  la	  técnica	  utilizada	  se	  eligieron	  unos	  anticuerpos	  secundarios	  específicos.	  
Ø Western	  blot.	   Se	   usaron	   anticuerpos	   secundarios	   unidos	   a	   una	   peroxidasa	  
de	   rábano	   (horseradish	   peroxidase,	   HRP),	   enzima	   capaz	   de	   oxidar	   un	  
substrato	  y	  producir	  un	  derivado	  luminiscente.	  
Ø Inmunohistoquímica.	  Se	  utilizaron	  anticuerpos	  secundarios	  comercializados	  
en	  el	  kit	  ABC	  (Vectastain).	  
Ø Inmunofluorescencia	  indirecta	  celular	  y	  en	  tejidos.	  Se	  utilizaron	  anticuerpos	  
marcados	  por	  compuestos	  fluorescentes.	  
Ø ELISA.	  Se	  utilizó	  el	  anticuerpo	  secundario	  aportado	  en	  el	  kit	  Ready-­‐set-­‐Go!	  
2nd	  Generation	  (eBioscience).	  
	  
Los	  anticuerpos	  secundarios	  comerciales	  se	  detallan	  en	  la	  Tabla	  11:	  




Uso	   Casa	  comercial	   ID	  comercial	  
Ig	  G	  conejo	   Burro	   WB	   Jackson	  Inmunoresearch	   711-­‐035-­‐152	  
Ig	  G	  ratón	   Burro	   WB	   Jackson	  Inmunoresearch	   715-­‐035-­‐150	  
Ig	  G	  cabra	   Burro	   WB	   Jackson	  Inmunoresearch	   705-­‐035-­‐003	  
Ig	  G	  conejo	   Burro	   IFI	   Jackson	  Inmunoresearch	   711-­‐546-­‐152	  




En	  los	  experimentos	  que	  analizaron	  la	  expresión	  de	  moléculas	  en	  el	  extracto	  
de	   ARNm	   por	   reacción	   en	   cadena	   de	   la	   polimerasa	   en	   tiempo	   real	   (qPCR)	   se	  










utilizaron	   los	   cebadores	   (primers)	  que	   se	  detallan	   en	   la	  Tabla	  12	   (humano)	  y	  13	  
(ratón).	   Para	   su	   diseño	   se	   utilizó	   la	   siguiente	   herramienta	   online:	  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-­‐blast/.	   Se	   realizó	   un	   test	   de	   primers	  
con	   curvas	   de	   disociación	   o	   de	   Melting	   que	   aplica	   un	   gradiente	   creciente	   de	  
temperatura	   para	   comprobar	   la	   cinética	   de	   disociación	   de	   los	   fragmentos	  
amplificados.	   En	   el	   protocolo	   de	   anillamiento	   del	   termociclador	   se	   utilizó	   la	  
temperatura	  que	  daba	  lugar	  a	  un	  producto	  más	  específico.	  	  
	  
Primers	  para	  humano	  
Gen	   Secuencia	  (5’…3’)	   Proveedor	   Temperatura	  
anillamiento	  
(ºC)	  
Tamaño	   del	  
amplicón	  
(pares	   de	  
bases)	  
LXRα	   (F)	  ACCAGCTCCAGGTAGAGAGG	  
(R)	  ACACAGCACAGTGTTAGCGA	  
Invitrogen	   55	   426	  
LXRβ	   (F)	  GATGTCCCAGGCACTGATGA	  
(R)	  AGCTGAGCACGTTGTAGTGG	  
Invitrogen	   55	   179	  
ABCA1	   (F)	  ATGGCTTGTTGGCCTCAGC	  
(R)	  GCAGCAGCTGACATGTTTGT	  
Invitrogen	   55	   79	  
CCL25	   (F)	  CCAAGGTGTCTTTGAGGACTGCTCCC	  
(R)	  GGGAGACATTCCTGTTGCTGGTGCTG	  
Invitrogen	   55	   353	  
CCL28	   (F)	  AGAAGCCATACTTCCCATTGC	  
(R)	  AGCTTGCACTTTCATCCACTG	  
Invitrogen	   50	   208	  
Vilina	   (F)	  CTAACAGCAACCTCAGTTCT	  
(R)CCTACAATCAGGGTAGGGTA	  
Invitrogen	   55	   267	  
β-­‐Actina	   (F)	  AGGCACCAGGGGGTGAT	  
(R)	  GCCCACCATAGGAATCCTTCTGAC	  
Invitrogen	   55	   51	  
ZO-­‐1	   (F)	  CACAGAAGGCGGGGCCTACAC	  
(R)	  TGGAAGGAGCTGGGGTGGGCT	  
Invitrogen	   65	   267	  
IL-­‐6	   (F)	  CCACACAGACAGCCACTCACC	  
(R)	  CTACATTTGCCGAAGAGCCCTC	  
Invitrogen	   55	   516	  
IL-­‐8	   (F)	  CTCTCTTGGCAGCCTTCCTGATT	  
(R)	  AACTTCTCCACAACCCTCTGCAC	  
Invitrogen	   55	   253	  
	  
Tabla	   12:	   Primers	   utilizados	   para	   moléculas	   de	   origen	   humano,	   así	   como	   su	   secuencia,	  










Primers	  para	  ratón	  
Gen	   Secuencia	  (5’…3’)	   Proveedor	   Tª	   de	  
anillam	  
(ºC)	  
Tamaño	   del	  
amplicón	   (pares	  
de	  bases)	  
β-­‐Actina	   (F)	  CGGTTCCGATGCCCTGAGGCTCTT	  
(R)	  CGTCACACTTCATGATGGAATTGA	  
Invitrogen	   55	   100	  
LXRα	   (F)	  CCTTCCTCAAGGACTTCAGTTAGTTACAA	  
(R)	  CATGGCTCTGGAGAACTCAAAGAT	  
Invitrogen	   50	   98	  
LXRβ	   (F)	  CATTGCGACTCCAGGACAAGA	  
(R)	  CCCAGATCTCGGACAGCAAG	  
Invitrogen	   51,3	   51	  
iNOS	   (F)	  CAGCTGGGCTGTACAAACCTT	  
(R)	  CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG	  
Invitrogen	   55	   95	  
TNFα	   (F)	  ACGGCATGGATCTCAAAGAC	  
(R)	  GTGGGTGAGGAGCACGTAGT	  
Invitrogen	   55	   116	  
IL1β	   (F)	  TCACAGCAGCACATCAACAA	  
(R)	  TGTCCTCATCCTCGAAGGTC	  
Invitrogen	   55	   112	  
IL-­‐6	   (F)	  CCCCAATTTCCAATGCTCTCC	  
(R)	  CGCACTAGGTTTGCCGAGTA	  





Invitrogen	   65	   102	  
ZO-­‐1	   (F)	  GGGCCATCTCAACTCCTGTA	  
(R)	  AGAAGGGCTGACGGGTAAAT	  
Invitrogen	   65	   164	  
ABCA1	   (F)	  GCCCTACTGTCGGTTGACAT	  
(R)	  ATGCCACACCCTGAACTGAG	  
Invitrogen	   55	   294	  
FAS	   (F)	  CAAGTGTCCACCAACAAGCG	  
(R)	  GGAGCGCAGGATAGACTCAC	  
Invitrogen	   50	   120	  
Vilina	   (F)	  GTGGAGTAACACCAAATCCT	  
(R)	  ATCTGCCACAGGACTAAAAC	  
Invitrogen	   65	   419	  
	  
	  
6.3 Métodos	  	  
6.3.1 Técnicas	  de	  laboratorio	  
En	   esta	   sección	   se	   describen	   las	   técnicas	   empleadas.	   Las	   condiciones	   y	  
requerimientos	   específicos	   de	   cada	   experimento	   se	   detallan	   en	   el	   texto	   o	   en	   los	  
pies	  de	   figura	   en	   la	   sección	  de	   resultados,	   incluyendo	   las	   concentraciones	  de	   los	  
anticuerpos	  primarios	  (entre	  paréntesis).	  
Tabla	   13:	   Primers	   utilizados	   para	   moléculas	   de	   origen	   murino,	   así	   como	   su	   secuencia,	  









6.3.1.1 Preparación	  de	  las	  muestras	  para	  histología	  
El	   tejido	   se	   introdujo	   en	   una	   bandeja	   (colon	   del	   ratón)	   y	   se	   sumergió	  
durante	   24	   horas	   en	   Methacarn	   -­‐60%	   metanol,	   30%	   cloroformo,	   10%	   ácido	  
acético-­‐,	   o	   en	   formalina	   (biopsia	   endoscópica).	   Tras	   ello	   se	   realizó	   la	  
deshidratación	  de	   la	  muestra	   con	   soluciones	  de	  etanol	   a	   concentración	   creciente	  
(Laboratorios	  Krape),	  se	  hicieron	  tres	  baños	  con	  isoparafina	  (Krape),	  tres	  baños	  en	  
parafina	   (Panreac)	   y	   con	   un	   micrótomo	   se	   hicieron	   cortes	   de	   5	   µm	   que	   se	  
colocaron	  en	  portaobjetos	  para	  su	  tinción.	  
	  
6.3.1.2 Tinción	  hematoxilina-­‐eosina	  
Se	   retiró	   la	   parafina	   de	   los	   portaobjetos	   en	   la	   estufa	   (Memmert)	   y	   se	  
hidrataron	  con	  concentraciones	  decrecientes	  de	  etanol.	  Se	  introdujeron	  durante	  2-­‐
3	   minutos	   en	   la	   tinción	   de	   hematoxilina	   de	   Carazzi	   (Krape),	   posteriormente	   se	  
hicieron	   tres	   baños	   en	   la	   solución	   de	   eosina	   hidroalcohólica	   (Krape),	   y	   se	  
deshidrataron	   con	   concentraciones	   crecientes	  de	   etanol	   y	   se	   hicieron	   finalmente	  
dos	   baños	   con	   isoparafina.	   Se	   montaron	   utilizando	  medio	   de	   montaje	   (Panreac,	  
AppliChem).	  Se	  utilizó	  el	  microscopio	  óptico	  Nikon	  Eclipse	  E800	  con	  cámara	  digital	  
Nikon	  DXM1200F	  para	  la	  valoración	  de	  todos	  los	  objetivos	  histológicos.	  	  
	  
6.3.1.3 Tinción	  de	  azul	  alcian	  
Tras	   la	   desparafinación	   en	   estufa	   y	   la	   hidratación	   con	   concentraciones	  
decrecientes	  de	  alcohol	  se	  hizo	  un	  baño	  durante	  30	  minutos	  en	  azul	  alcian	  (Sigma-­‐
Aldrich),	   seguido	   de	   5	   minutos	   en	   agua	   destilada,	   y	   se	   incubó	   en	   hematoxilina	  
durante	  otros	  5	  minutos.	  Tras	  ello	  se	  lavó	  con	  agua	  abundante,	  y	  se	  completó	  con	  
la	  deshidratación	  y	  el	  montaje	  siguiendo	  el	  párrafo	  anterior.	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6.3.1.4 Aislamiento	  de	  ARNm	  	  
La	  extracción	  se	  realizó	  utilizando	  TRIzol	  tanto	  en	  experimentos	  celulares	  
(se	  añade	  al	  extracto	  celular)	   como	  en	   tejidos	   (se	  añade	  al	  Eppendorf	  durante	   la	  
homogeneización).	  Se	  centrifugó	  la	  muestra	  con	  cloroformo,	  y	  al	  sobrenadante	  se	  
le	   añadió	   isopropanol.	   Tras	   10	   minutos	   y	   una	   centrifugación	   retiramos	   el	  
contenido	   líquido	   y	   añadimos	   etanol	   al	   75%,	   dejamos	   secar	   el	   pellet	   y	   se	   dejó	  
precipitar	   con	   acetato	   sódico	   y	   etanol	   al	   100%.	   Se	   añadió	   etanol	   al	   75%	   y	  
finalmente	  se	  diluyó	  el	  pellet	  en	  10	  µL	  de	  agua	  destilada.	  
Para	  la	  medición	  del	  ARN	  utilizamos	  el	  espectrofotómetro	  NanoDrop	  2000	  
(Thermo	  Scientific).	  Con	  las	  concentraciones	  de	  ARN	  halladas	  se	  realizó	  la	  solución	  
de	   digestión	   de	   cada	   muestra	   utilizando	   el	   kit	   Turbo	   DNA-­‐free	   (Invitrogen).	   Se	  
realizó	  la	  digestión	  del	  ADN	  utilizando	  el	  termociclador	  IQ5	  (Multicolor	  Real-­‐time	  
PCR	  Detection	  System,	  Bio-­‐Rad).	  Añadimos	  la	  solución	  de	  inactivación	  de	  la	  DNAsa,	  
y	  volvimos	  a	  medir	  la	  concentración	  del	  ARN	  e	  hicimos	  la	  solución	  para	  la	  síntesis	  
de	  ADNc	  utilizando	  el	  kit	  iScript	  (Bio-­‐Rad).	  Se	  introdujo	  en	  el	  termociclador	  para	  la	  
retrosíntesis	  y	  obtención	  de	  ADNc.	  	  
	  
	  
6.3.1.5 Reacción	   en	   cadena	   de	   la	   polimerasa	   cuantitativa	   en	   tiempo	   real	   con	  
transcriptasa	  inversa	  (qPCR).	  	  	  
Para	  la	  qPCR	  se	  utilizó	  Sybrgreen	  Master	  Mix	  (Bio-­‐Rad)	  y	  el	  termociclador	  
IQ5.	  Todas	  las	  representaciones	  de	  los	  valores	  de	  qPCR	  se	  dan	  referenciadas	  a	  un	  





6.3.1.6 Aislamiento	  proteico	  con	  RIPA.	  
Las	  muestras	  se	  homogeneizaron	  con	  el	  tampón	  RIPA	  total	  1x	  utilizando	  un	  
homogeneizador	  (Tissue	  Lyser,	  Qiagen),	  y	  posteriormente	  un	  sonicador	  (Labsonic,	  
B.	   Braun),	   y	   en	   el	   sobrenadante	   se	   realizó	   la	   medición	   proteica	   con	   un	  
espectrofotómetro	   Sinergy	   HT	   (BioTek)	   tomando	   como	   referencia	   una	   recta	  
patrón	  de	  albúmina	  sérica	  bovina	  en	  SDS	  al	  1%	  en	  concentraciones	  crecientes.	  En	  
la	   Tabla	   14	   se	  muestra	   la	   composición	   del	   tampón	   RIPA	   total	   1x	   y	   del	   RIPA	   2x	  
necesario	  para	  su	  fabricación.	  
Tampón	  RIPA	  2x	  (100	  mL)	   Tampón	  RIPA	  total	  1x	  (30	  mL)	  
10	  mL	  1M	  Tris/HCl	  pH	  7.4	   15	  mL	  RIPA	  2x	  
30	  mL	  1M	  NaCl	   300	  mL	  CIP	  (cóctel	  inhibidor	  de	  proteasas)	  (1/100)	  
2	  mL	  Triton	  X-­‐100	   300	  mL	  NaF	  1M	  (fluoruro	  sódico)	  (1/100)	  
2	  mL	  10%	  SDS	   300	  mL	  Na3VO4	  (ortovanadato	  sódico)	  (1/100)	  
1	  g	  NaDOC	   14,1	  mL	  agua	  destilada	  




6.3.1.7 Western	  blot	  
Tras	   la	   extracción	  proteica	   se	   efectuó	   la	   electroforesis	   cargando	   la	  misma	  
masa	   de	   proteínas	   en	   cada	   pocillo.	   Se	   utilizaron	   unos	   geles	   comercializados	  
preparados	  para	  su	  uso	  (Mini-­‐protean	  TGX	  Stain-­‐Free	  Gels,	  Bio-­‐Rad	  Laboratories)	  
de	   tamaño	  pequeño	  (6,5x8	  cm),	  con	  10%	  acrilamida,	  con	  pocillos	  de	  carga	  de	  30	  
µL.	  Tras	  la	  electroforesis	  y	  la	  transferencia	  se	  incubó	  durante	  8	  horas	  a	  4ºC	  con	  el	  
anticuerpo	   primario.	   Posteriormente	   se	   incubó	   con	   el	   anticuerpo	   secundario	  
correspondiente,	   y	   se	   reveló	   utilizando	   el	   producto	   de	   revelado	   Amersham	   ECL	  









Prime	  Western	  Blotting	  Detection	  Reagent	   (GE	  Healthcare)	   y	   el	   sistema	  Alliance	  
4.7.	  El	  análisis	  densitométrico	  de	  las	  bandas	  se	  realizó	  con	  el	  programa	  Image	  J.	  
	   	  
6.3.1.8 Tinción	  inmunohistoquímica	  (IHQ).	  
Las	   muestras	   parafinadas	   sobre	   los	   portaobjetos	   se	   hidrataron	   con	  
concentraciones	  decrecientes	  de	  etanol,	  y	  tras	  el	  desenmascaramiento	  antigénico,	  
la	  inhibición	  de	  la	  actividad	  de	  la	  peroxidasa	  endógena	  y	  el	  bloqueo,	  se	  incubaron	  
con	   el	   anticuerpo	   primario	   durante	   8	   horas	   a	   4ºC.	   Posteriormente	   se	   incubaron	  
con	  el	  anticuerpo	  secundario	  correspondiente,	   se	  deshidrataron	  y	   se	   tiñeron	  con	  
hematoxilina.	   Se	   montaron	   con	   medio	   de	   montaje	   (Panreac,	   AppliChem)	   y	   se	  
realizaron	  fotografías	  protocolizadas	  de	  todas	  las	  muestras	  al	  microscopio	  óptico.	  	  
	  
6.3.1.9 Inmunofluorescencia	  en	  tejido.	  
Las	  secciones	  se	  fijaron	  en	  etanol	  frío	  al	  95%,	  se	  bloquearon	  y	  se	  incubaron	  
con	   el	   anticuerpo	   primario	   durante	   8	   horas	   a	   4ºC.	   Tras	   ello	   se	   incubaron	   con	   el	  
anticuerpo	  secundario	  fluorescente,	  faloidina	  conjugada	  con	  FITC	  y	  DAPI	  durante	  1	  
hora	   a	   temperatura	   ambiente	   en	  oscuridad.	  Posteriormente,	   las	  muestras	   fueron	  
montadas	   con	   medio	   de	   montaje	   de	   fluorescencia	   (Dako),	   y	   fueron	   escaneadas	  
usando	  el	  microscopio	  confocal	  AOBS/SP2	  invertido	  (Leica	  Microsystems,	  Wetzlar,	  
Alemania)	  y	  las	  imágenes	  se	  analizaron	  con	  el	  programa	  informático	  Image	  J.	  
	  
6.3.1.10 Ensayo	  por	  inmunoabsorción	  ligada	  a	  enzimas	  (ELISA).	  	  
Se	  utilizó	  el	  kit	  de	  ELISA	  para	   IL-­‐8	  humana	  Ready-­‐set-­‐Go!	  2nd	  Generation	  
(eBioscience).	   Para	   la	   medición	   se	   utilizó	   un	   espectrofotómetro	   Sinergy	   HT	  
(BioTek).	  Se	  aportan	  los	  valores	  de	  la	  concentración	  de	  IL-­‐8	  en	  pg/mL.	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6.3.1.11 Inmunofluorescencia	  en	  células	  cultivadas.	  	  
Se	  sembraron	  las	  células	  en	  los	  pocillos	  sobre	  un	  cristal	  autoclavado,	  que	  se	  
calentó	  previamente	  a	  37ºC	  con	  gelatina	  (Sigma-­‐Aldrich).	  Tras	  el	  experimento	  se	  
bloquearon	   los	   cristales,	   se	   permeabilizaron	   y	   se	   incubaron	   con	   el	   anticuerpo	  
primario	   durante	   8	   horas	   a	   4ºC.	   Se	   incubaron	   con	   el	   anticuerpo	   secundario	  
fluorescente	  dirigido	  contra	  el	  anticuerpo	  primario,	  faloidina	  conjugada	  con	  FITC,	  
así	   como	   el	   compuesto	   DAPI.	   Los	   cristales	   se	   montaron	   con	   medio	   de	   montaje	  
(Dako)	   para	  muestras	   fluorescentes.	   Se	   evaluó	   la	   fluorescencia	   en	   los	   diferentes	  
canales	   con	   un	   microscopio	   confocal.	   Se	   tomaron	   imágenes	   aleatorias	   de	   cada	  
porta,	  y	  se	  cuantificó	  la	  fluorescencia	  nuclear.	  
	  
6.3.2 ESTUDIO	  EN	  HUMANOS	  	  
6.3.2.1 Selección	  y	  reclutamiento	  de	  los	  pacientes	  
Se	  reclutaron	  pacientes	  con	  EII	  que	  se	  sometieron	  a	  una	  colonoscopia	  como	  
parte	  de	  su	  seguimiento,	  tras	  informarles	  debidamente	  y	  firmar	  el	  consentimiento	  
informado.	  De	   la	  misma	  manera	  se	   incluyeron	  pacientes	  control,	   asintomáticos	  y	  
sin	   diagnóstico	   de	   EII,	   que	   se	   realizaron	   una	   colonoscopia	   por	   seguimiento	   de	  
pólipos	  o	  por	   rectorragia	  de	  perfil	  hemorroidal.	  El	   tiempo	  de	   seguimiento	  de	   los	  
pacientes	   con	   EII	   fue	   de	   12	   meses	   tras	   la	   colonoscopia,	   y	   se	   registraron	   las	  
colonoscopias	  subsiguientes	  realizadas.	  	  
	  
6.3.2.2 Criterios	  de	  inclusión	  y	  exclusión	  
Los	  pacientes	  fueron	  incluidos	  desde	  mayo	  de	  2014	  hasta	  enero	  de	  2019.	  En	  
las	  Tablas	  15	  y	  16	  se	  especifican	  los	  criterios	  de	  inclusión	  y	  exclusión	  empleados	  
para	  los	  sujetos	  con	  EII	  y	  para	  los	  controles,	  respectivamente:	  	  
79	  
	  
Pacientes	  con	  Enfermedad	  inflamatoria	  intestinal	  
Criterios	  de	  inclusión	   Criterios	  de	  exclusión	  
Edad	  >18	  años	   CU	  sin	  segmento	  inflamado	  de	  colon	  
Diagnóstico	   confirmado	   de	   enfermedad	   de	  
Crohn,	  colitis	  ulcerosa	  o	  colitis	  inclasificable	  
CU	  sin	  segmento	  indemne	  de	  colon	  	  
Solicitud	   de	   colonoscopia	   fuera	   del	   contexto	  
del	  estudio	  
EC	  con	  afectación	  exclusivamente	  ileal	  
Firma	  de	  consentimiento	  informado	   Recurrencia	  postquirúrgica	  exclusivamente	  ileal	  
	   Estenosis	  infranqueable	  
	   No	  retirada	  de	  anticoagulación/antiagregación	  
	   Comorbilidad	  de	  riesgo	  para	  sedación	  endoscópica	  
	  
Pacientes	  control	  
Criterios	  de	  inclusión	   Criterios	  de	  exclusión	  
Edad	  >18	  años	   Presencia	  de	  diarrea	  crónica	  
Solicitud	   de	   colonoscopia	   fuera	   del	   contexto	  
del	  estudio	  
Inflamación	  mucosa	  en	  la	  colonoscopia	  
Sin	   antecedentes	   de	  EII,	   ni	   ileocolitis	   de	   otras	  
causas	  
No	  retirada	  de	  anticoagulación/antiagregación	  




Las	  colonoscopias	  se	  realizaron	  siguiendo	  el	  protocolo	  habitual	  de	  la	  Unidad	  
de	   Endoscopia	   del	   HGUGM	   en	   horario	   de	   tarde,	   que	   se	   adhiere	   a	   las	  
recomendaciones	  establecidas	  de	  preparación	  de	  colon	  (189).	  Tres	  días	  antes	  del	  
procedimiento	  los	  pacientes	  realizan	  una	  dieta	  pobre	  en	  residuos.	  La	  mañana	  de	  la	  
prueba	   se	   administró	   un	   preparado	   laxante	   osmótico:	   polietilenglicol	   4000	  
Tabla	  16:	  Criterios	  de	  inclusión	  y	  exclusión	  en	  el	  estudio	  realizado	  en	  biopsias	  endoscópicas	  de	  
colon	  en	  pacientes	  controles.	  	  
	  
	  
Tabla	  15:	  Criterios	  de	  inclusión	  y	  exclusión	  en	  el	  estudio	  realizado	  en	  biopsias	  endoscópicas	  de	  





(Laboratorios	  Bohm)	  o	  una	  combinación	  de	  picosulfato	  sódico,	  óxido	  de	  magnesio	  
ligero	   y	   ácido	   cítrico	   anhidro	   (CitraFleet,	   Casen	   Recordati).	   Todas	   las	  
colonoscopias	   se	   realizaron	   con	   sedación	   utilizando	   propofol	   (Fresenius	   Kabi	  
España)	   a	   10mg/kg	   por	   vía	   intravenosa,	   con	   rescates	   adicionales	   en	   caso	   de	  
necesidad.	   Se	   usaron	   colonoscopios	   de	   alta	   definición	   (CF-­‐H190L,	   Olympus),	  
conectados	   al	   procesador	   de	   imagen	   Evis	   Exera	   III	   CLV-­‐190	   (Olympus)	   con	  
insuflación	   de	   CO2	   (UCR,	   Olympus).	   Se	   tomaron	   2	  muestras	   de	  mucosa	   de	   colon	  
inflamada	  y	  otras	  2	  de	  mucosa	  de	  colon	  indemne	  utilizando	  una	  pinza	  de	  biopsia	  
de	  2,4	  mm	  de	  amplitud	  (Radial	  Jaw	  4,	  Boston	  Scientific).	  Las	  biopsias	  de	  un	  grupo	  
de	  pacientes	  se	  utilizaron	  para	  técnicas	  de	  western	  blot,	  para	  lo	  cual	  se	  congelaron	  
inmediatamente	  en	  nitrógeno	  líquido	  y	  se	  almacenaron	  en	  un	  congelador	  de	  -­‐80ºC.	  
Las	   biopsias	   de	   otro	   grupo	   de	   pacientes	   se	   utilizaron	   para	   el	   estudio	  
anatomopatológico	   e	   IHQ,	   para	   lo	   cual	   se	   introdujeron	   en	   un	   frasco	   con	   una	  
solución	   de	   formalina	   para	   su	   procesamiento	   en	   el	   departamento	   de	   Anatomía	  
Patológica.	  A	   los	  pacientes	  control	  se	   les	   tomaron	  2	  muestras	  aleatorias	  de	  colon	  
que	  se	  utilizaron	  para	  western	  blot,	  estudio	  anatomopatológico	  e	  IHQ.	  
	  
6.3.2.4 Evaluación	  clínica,	  endoscópica	  e	  histológica	  de	  los	  pacientes.	  
Se	   registraron	   las	   siguientes	   variables	   presentes	   en	   la	   historia	   clínica	  
electrónica:	   edad,	   sexo,	   tipo	  de	   enfermedad	   (CU,	  EC,	   CI),	   comorbilidad	   relevante,	  
hábitos	   tóxicos	  y	   tratamientos	  actuales.	  Las	  valoraciones	  clínicas,	  endoscópicas	  e	  
histológicas	  se	  efectuaron	  de	  acuerdo	  con	  las	  diferentes	  clasificaciones	  existentes	  
para	  tal	  efecto:	  
En	  la	  colitis	  ulcerosa:	  se	  utilizó	  la	  clasificación	  de	  Montreal	  (190),	  y	  el	  índice	  
de	  Mayo	   (191)	  para	   la	   valoración	   clínica	   y	   clínico-­‐endoscópica,	   respectivamente.	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Para	  la	  valoración	  histológica	  se	  utilizó	  el	  índice	  de	  Sandborn	  para	  colitis	  ulcerosa	  
(192)	  que	  estadifica	  la	  inflamación	  histológica	  en	  4	  grados:	  normal,	  leve,	  moderada	  
y	   grave.	   Posteriormente	   se	   eligió	   el	   índice	   de	   Riley	   (193)	   modificado	   para	   la	  
valoración	  pormenorizada	  de	  un	  subgrupo	  de	  los	  pacientes	  con	  CU	  y	  los	  controles.	  	  
En	  la	  enfermedad	  de	  Crohn:	  se	  utilizó	  la	  clasificación	  de	  Montreal	  específica	  
para	   EC	   (190)	   y	   el	   índice	   de	  Harvey-­‐Bradshaw	   (194)	   como	   parámetros	   clínicos.	  
Para	   la	   valoración	   endoscópica	   se	   utilizó	   el	   Simple	   Endoscopic	   Score	   for	   Crohn’s	  
Disease	  (SES-­‐CD)	  (195).	  La	  valoración	  histológica	  se	  llevó	  a	  cabo	  usando	  el	  índice	  
de	   Baars	   para	   la	   enfermedad	   de	   Crohn	   (196),	   que	   estadifica	   la	   inflamación	  
histológica	  en	  4	  categorías:	  normal,	  leve,	  moderada	  y	  grave.	  
	  
6.3.3 ESTUDIO	  EN	  RATONES	  
6.3.3.1 Modelo	  de	  ratones	  deficientes	  en	  IL-­‐10	  	  
Todos	   los	   procedimientos	   relativos	   al	   mantenimiento	   y	   cuidado	   de	   los	  
animales	  se	  realizaron	  de	  acuerdo	  con	  la	  Guía	  para	  el	  Cuidado	  y	  uso	  de	  Animales	  
de	   Laboratorio	   (National	   Research	   Council,	   1996)	   y	   en	   cumplimiento	   de	   la	  
legislación	   de	   la	   Unión	   Europea	   (Directriz	   2010/63/EU)	   y	   del	   Real	   Decreto	  
RD53/2013	  (European	  Commission,	  2010),	  y	  fueron	  aprobados	  por	  la	  Comunidad	  
de	   Madrid	   (PROEX	   147-­‐14,	   276-­‐15	   y	   259-­‐16).	   Como	   alternativa	   a	   los	   modelos	  
químicos,	  más	  agudos	  y	  agresivos,	  para	  el	  estudio	  de	  la	  EII,	  utilizamos	  un	  modelo	  
de	   ratón	   que	   es	   probablemente	   más	   representativo	   de	   la	   enfermedad:	   la	  
enterocolitis	   crónica	   desarrollada	   de	  manera	   espontánea	   por	   ratones	   deficientes	  
en	  la	  interleucina	  10	  (IL-­‐10-­‐/-­‐).	  A	  partir	  de	  una	  pareja	  de	  progenitores	  de	  ratones	  
modificados	  genéticamente	  (The	  Jackson	  Laboratories)	  y	  otra	  de	  ratones	  salvajes	  
C57BL/6	   (en	   adelante	   Wild-­‐type,	   The	   Jackson	   Laboratories)	   se	   establecieron	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colonias	  estables.	  Solo	  se	   incluyeron	  en	  el	  estudio	  ratones	  macho.	  Se	  estabularon	  
en	  racks	  ventilados,	  a	  temperatura	  y	  humedad	  constantes,	  con	  ciclos	  de	  12	  horas	  
de	   luz-­‐oscuridad	   y	   se	   alimentaron	   ad	   libitum.	   Los	   ratones	   que	   desarrollaron	  
prolapso	   rectal	   fueron	   sacrificados	   y	   excluidos	   del	   estudio.	   Los	   ratones	   fueron	  
sacrificados	  a	  la	  edad	  de	  18-­‐20	  semanas,	  previa	  valoración	  de	  las	  medidas	  de	  final	  
del	   experimento	   (peso,	   situación	   general,	   existencia	   de	   prolapso	   rectal).	   Para	   el	  
sacrificio	   se	   les	   introdujo	   en	   una	   cámara	   de	   CO2	   los	   primeros	   3	  minutos	   al	   1%	  
seguido	  de	   un	   aumento	   de	   la	   concentración	   al	   3-­‐4%	  hasta	   la	   ausencia	   de	   signos	  
vitales,	   tras	   lo	   cual	   se	   realizó	   dislocación	   cervical.	   El	   colon	   de	   los	   ratones	   fue	  
seccionado	  a	  nivel	  del	  recto	  suprapúbico	  y	  a	  nivel	  del	   íleon	  terminal,	   fue	  medido,	  
pesado	  y	  conservado.	  	  
6.3.3.2 Valoración	  de	  la	  inflamación	  histológica	  en	  el	  colon	  de	  los	  ratones.	  
Se	  utilizó	  la	  tinción	  de	  hematoxilina-­‐eosina,	  y	  el	  índice	  previamente	  descrito	  
por	   Kim	   et	  al.	   (197).	   Para	   la	   valoración	   del	   subíndice	   de	   la	   depleción	   de	   células	  
caliciformes	  se	  utilizó	  la	  tinción	  de	  azul	  de	  alcian.	  	  
	  
6.3.4 ESTUDIO	  EN	  CULTIVOS	  CELULARES	  
6.3.4.1 Estudio	  in	  vitro	  en	  cultivos	  celulares.	  
Se	  utilizó	  la	  línea	  celular	  inmortalizada	  de	  cáncer	  de	  colon	  humano	  Caco-­‐2	  
(HTB-­‐37,	   ATCC),	   con	   fenotipo	   de	   enterocito	   maduro,	   en	   un	   pase	   de	   utilización	  
entre	  10	  y	  20.	  La	  línea	  fue	  adquirida	  comercialmente	  y	  almacenada	  en	  crioviales	  en	  
nitrógeno	   líquido	   hasta	   su	   utilización.	   En	   ese	   momento	   se	   descongelaron,	   se	  
mantuvieron	  en	  recipientes	  específicos	  en	   función	  del	  experimento	  (frascos	  T-­‐75	  
con	  filtro,	  placas	  P-­‐100,	  placas	  multipocillo	  P6,	  P12,	  P24)	  en	  un	  incubador	  de	  CO2	  a	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37ºC	  con	  5%	  de	  CO2	  y	  con	  medio	  EMEM	  (Eagle’s	  Minimum	  Essential	  Medium,	  30-­‐
2003,	   ATCC)	   suplementado	   con	   suero	   fetal	   bovino	   al	   20%.	   Un	   día	   antes	   de	   los	  
experimentos	  de	  estimulación	  se	  usó	  medio	  con	  2%	  de	  suero	  fetal	  bovino.	  
	  
6.4 Análisis	  estadístico	  
Los	   datos	   de	   las	   variables	   continuas	   se	   presentan	   mediante	   su	   media	   y	  
desviación	   estándar	   entre	   paréntesis.	   Para	   las	   variables	   categóricas,	   los	   datos	   se	  
muestran	  en	   frecuencias	   y	  porcentajes.	   Las	  variables	  numéricas	   con	  distribución	  
no	   normal,	   se	   presentan	  mediante	   su	  mediana	   y	   percentil	   25	   y	   percentil	   75.	   El	  
análisis	  de	  normalidad	  se	  estudió	  con	  la	  prueba	  de	  Kolmogorov-­‐Smirnov.	  	  
Para	  estudiar	   las	  diferencias	  de	  medias	  entre	  2	  o	  más	  grupos,	   se	  utilizaron	  
pruebas	  paramétricas	  (t	  de	  student	  o	  ANOVA)	  o	  pruebas	  no	  paramétricas	  (Mann-­‐
Whitney	  o	  Kruskal-­‐Wallis)	  utilizando	   las	  más	  adecuadas	  en	  cada	  caso	  en	   función	  
de	  la	  normalidad	  de	  los	  datos	  y	  del	  número	  total	  de	  pacientes/animales/placas	  de	  
cultivos.	  La	  significación	  al	  comparar	  más	  de	  dos	  medias	  se	  realizó	  con	  la	  prueba	  
de	  Tukey.	  La	  asociación	  entre	  variables	  cualitativas	  se	  estudió	  mediante	  la	  prueba	  
Chi-­‐cuadrado	   de	   Pearson	   o	   exacta	   de	   Fisher.	   La	   correlación	   entre	   variables	  
cuantitativas	  se	  estudió	  con	  el	  coeficiente	  de	  Pearson	  o	  Spearman	  en	  función	  de	  si	  
seguían	  una	  distribución	  normal	  o	  no.	  La	  asociación	  entre	  una	  variable	  cuantitativa	  
y	   una	   cualitativa	   se	   valoró	   mediante	   Rho	   de	   Spearman.	   La	   valoración	   de	   las	  
biopsias	  endoscópicas	  del	  segmento	  sano	  y	  enfermo	  del	  mismo	  paciente	  se	  realizó	  
siguiendo	  la	  corrección	  de	  datos	  apareados.	  La	  prueba	  específica	  utilizada	  en	  cada	  
experimento	  y	  los	  valores	  de	  p	  se	  indican	  en	  el	  correspondiente	  pie	  de	  figura	  en	  la	  
sección	  de	  resultados.	  	  
84	  
	  
Para	   el	   análisis	   estadístico	   se	   empleó	   el	   programa	   IBM	   SPSS	   Statistics	   for	  
Windows,	   Version	   21.0	   (Armonk,	   NY:	   IBM	   Corp),	   así	   como	   con	   el	   programa	  
GraphPad	  Prism	  7	   (GraphPad	   Software).	   Se	   consideraron	   como	  estadísticamente	  



















































7.1 Patrones	  de	  expresión	  de	  LXR	  en	  biopsias	  endoscópicas	  de	  mucosa	  de	  
colon.	  	  
7.1.1 Características	  basales	  de	  los	  pacientes	  	  
Entre	  mayo	  de	  2014	  y	  enero	  de	  2019	  se	  valoraron	  un	  total	  de	  40	  pacientes	  
con	   EII	   a	   los	   que	   de	   acuerdo	   con	   la	   práctica	   clínica	   habitual	   se	   les	   solicitó	   una	  
colonoscopia	  con	  toma	  de	  biopsias	  para	  seguimiento	  de	  su	  enfermedad.	  De	  ellos	  un	  
total	  de	  17	  pacientes	  con	  EII	  fueron	  incluidos	  siguiendo	  los	  criterios	  de	  inclusión	  y	  
exclusión	  previamente	  expuestos.	  En	  la	  Figura	  6	  se	  muestra	  el	  diagrama	  de	  flujo	  de	  




Las	   características	   clínicas	   basales	   de	   los	   pacientes	   incluidos	   se	   presentan	   en	   la	  
Tabla	  17.	  	  






Previamente	   a	   la	   realización	   de	   la	   colonoscopia	   los	   pacientes	   tenían	   un	  
control	  sintomático	  adecuado,	  siendo	  la	  media	  del	  índice	  de	  Mayo	  parcial	  de	  1,67	  
para	  los	  pacientes	  con	  CU,	  mientras	  que	  la	  media	  del	   índice	  de	  Harvey-­‐Bradshaw	  
para	   los	   pacientes	   con	   EC	   fue	   de	   2,2.	   Ningún	   paciente	   había	   sido	   intervenido	  
previamente	  por	  su	  EII	  luminal.	  Los	  parámetros	  de	  la	  Clasificación	  de	  Montreal	  se	  
muestran	  en	  la	  Tabla	  18.	  No	  se	  incluye	  el	  paciente	  con	  colitis	  indeterminada.	  	  
	  
Tabla	  17:	  Características	  basales,	  demográficas	  y	  de	  laboratorio	  de	  los	  pacientes	  con	  EII	  (n=17)	  






En	   el	   momento	   de	   la	   colonoscopia	   un	   23%	   de	   los	   pacientes	   estaba	   en	  
tratamiento	   con	   un	   fármaco	   anti-­‐TNFα,	   un	   17,6%	   estaba	   en	   tratamiento	   con	  
azatioprina,	  un	  11,8%	  estaba	  con	  corticoides	  orales	  de	  acción	  tópica	  (budesonida	  o	  
dipropionato	  de	  beclometasona)	  y	  el	  76,5%	  de	  los	  pacientes	  estaba	  en	  tratamiento	  
con	  mesalazina.	  Ningún	  paciente	  estaba	  recibiendo	  corticoterapia	  sistémica.	  	  
En	  el	  año	  siguiente	  a	  la	  colonoscopia	  el	  29,4%	  precisó	  un	  incremento	  de	  la	  
intensidad	   del	   tratamiento,	   el	   11,8%	   requirió	   ingreso	   hospitalario	   y	   el	   5,9%	  
requirió	   una	   cirugía.	   El	   64,7%	   (11	   pacientes)	   tenía	   al	  menos	   una	   colonoscopia	  
posterior	   a	   la	   evaluada,	   una	   media	   de	   3,2	   años	   tras	   la	   colonoscopia	   índice.	   El	  
índice	  de	  Mayo	  en	  dicha	  colonoscopia	  posterior	  fue	  de	  0,88	  (0,83)	  y	  el	  SES-­‐CD	  fue	  
de	  3,7	  (3,9).	  Ninguno	  de	  los	  pacientes	  presentó	  una	  neoplasia	  de	  colon	  ni	  displasia	  
epitelial	   sin	   lesión	   de	   colon	   en	   las	   colonoscopias	   evaluadas.	   Tampoco	   hubo	  
Tabla	   18:	   Detalle	   de	   los	   parámetros	   de	   la	   clasificación	   de	   Montreal	   de	   los	   pacientes	   con	  




pacientes	  con	  colitis	  ulcerosa	  en	  los	  que	  se	  demostrara	  progresión	  proximal	  de	  la	  
colitis.	   A	   tres	   pacientes	   (27%)	   se	   les	   resecaron	   pólipos	   menores	   de	   1	   cm	   con	  
displasia	  de	  bajo	  grado	  en	  un	  segmento	  endoscópicamente	  indemne.	  
	  
7.1.2 Grado	  afectación	  endoscópica	  de	  los	  pacientes	  
En	  la	  Figura	  7	  se	  muestran	  las	  imágenes	  endoscópicas	  con	  ejemplos	  de	  los	  
ítems	   valorados	   en	   los	   índices	   de	   actividad	   endoscópica	   de	   los	   pacientes	   con	  EC	  
(SES-­‐CD)	  y	  de	   los	  pacientes	  con	  CU	  (subíndice	  endoscópico	  de	   la	  Clasificación	  de	  
Mayo).	  También	  se	  muestran	   las	  puntuaciones	  de	  dichos	   índices	  en	   los	  pacientes	  
incluidos.	  Ningún	  paciente	  control	  presentó	  inflamación	  endoscópica.	  
	  
Figura	   7:	   Valoración	   endoscópica	   e	   histológica	   de	   los	   pacientes	   con	   EII.	   (a)	   Imagen	  
representativa	   de	   cada	   ítem	   de	   la	   clasificación	   endoscópica	   SES-­‐CD	   para	   los	   pacientes	   con	  
enfermedad	   de	   Crohn	   y	   (c)	   de	   la	   clasificación	   endoscópica	   de	   Mayo	   para	   los	   pacientes	   con	  
colitis	  ulcerosa.	  (b)	  Valores	  de	  dichas	  clasificaciones	  en	  los	  pacientes	  incluidos	  (n=12	  para	  CU,	  
n=4	  para	  EC	   con	  afectación	  de	   colon).	   (d)	  Grado	  de	   afectación	   inflamatoria	  histológica	  de	   las	  
biopsias	   tanto	   de	   mucosa	   endoscópicamente	   indemne	   como	   inflamada	   según	   los	   índices	   de	  





7.1.3 Grado	  de	  afectación	  histológica.	  Concordancia	  endoscopia-­‐histología	  	  
En	   la	   Figura	   7	   (ver	   más	   arriba)	   se	   muestra	   el	   grado	   de	   inflamación	  
histológica	  de	  acuerdo	  con	  la	  escala	  leve,	  moderado	  y	  grave	  del	  índice	  de	  Sandborn	  
para	  CU	  y	  el	  de	  Baars	  para	  EC.	  Ningún	  paciente	   con	  mucosa	  macroscópicamente	  
inflamada	  presentó	  ausencia	  de	   inflamación	  histológica,	   si	  bien	  de	   los	  segmentos	  
endoscópicamente	   indemnes	   el	   86,7%	   presentó	   algún	   grado	   de	   inflamación	  
histológica.	  La	  correlación	  entre	  el	  valor	  del	  índice	  endoscópico	  (máximo	  valor	  del	  
subíndice	  endoscópico	  de	  Mayo)	  y	  el	  histológico	  en	  el	  segmento	  endoscópicamente	  
inflamado	  (utilizando	  el	  índice	  de	  Sandborn)	  se	  calculó	  en	  los	  pacientes	  con	  colitis	  
ulcerosa	   (n=12)	   y	   mostró	   un	   coeficiente	   de	   Spearman	   para	   muestras	   no	  
paramétricas	  de	  0,412	  (p=0,183).	  	  
El	  siguiente	  paso	  consistió	  en	  estudiar	  de	  manera	  pormenorizada	  el	  grado	  
de	  inflamación	  en	  los	  segmentos	  indemne	  e	  inflamado	  de	  los	  pacientes	  con	  CU	  y	  en	  
4	   sujetos	   control.	   En	   la	   Figura	   8	   se	   muestran	   imágenes	   representativas	   de	   la	  
tinción	  con	  hematoxilina-­‐eosina	  de	  los	  ítems	  del	  índice	  de	  Riley.	  El	  resultado	  de	  la	  
cuantificación	   del	   índice	   se	   muestra	   en	   la	   Figura	   9.	   No	   hubo	   diferencias	  
significativas	   al	   comparar	   el	   índice	   histológico	   de	   inflamación	   de	   Riley	   del	  
segmento	  indemne	  e	  con	  el	  endoscópicamente	  inflamado	  de	  los	  pacientes	  con	  CU.	  
Los	  pacientes	  control	  mostraron	  menor	   inflamación	  histológica	  que	   los	  pacientes	  






Figura	  8:	  Imágenes	  histológicas	  representativas	  (hematoxilina-­‐eosina)	  según	  la	  clasificación	  de	  








7.1.4 Niveles	   de	   expresión	   de	   LXRαβ	   por	   western	   blot	   en	   las	   biopsias	  
endoscópicas	  de	  los	  segmentos	  indemne	  e	  inflamado	  de	  pacientes	  con	  EII.	  
Se	   obtuvo	   el	   extracto	   proteico	   de	   las	   biopsias	   endoscópicas	   de	   los	  
segmentos	  indemne	  y	  enfermo	  de	  11	  pacientes	  con	  EII	  (6	  con	  CU,	  4	  con	  EC	  y	  1	  con	  
CI)	  y	  del	  colon	  sano	  de	  los	  5	  pacientes	  control,	  y	  se	  valoraron	  las	  diferencias	  de	  la	  
cuantificación	  de	  LXRαβ.	  En	  la	  Figura	  10	  se	  muestra	  la	  imagen	  representativa	  de	  la	  
membrana	   así	   como	   la	   cuantificación,	   demostrando	   una	   menor	   presencia	   de	  
LXRαβ	  en	  las	  biopsias	  de	  ambos	  segmentos	  de	  los	  pacientes	  con	  EII	  con	  respecto	  a	  
los	   controles.	   No	   se	   observaron	   diferencias	   entre	   los	   valores	   de	   los	   segmentos	  
indemne	  e	  inflamado.	  	  	  
Figura	   9:	   Cuantificación	   del	   índice	   de	   Riley	   en	   el	   colon	   de	   los	   pacientes	   con	   CU	   (n=6)	   y	   los	  
controles	   (n=4).	   (a)	   Cuantificación	   de	   los	   ítems	   del	   índice	   de	   inflamación	   histológica	   de	   la	  
mucosa	  del	  colon	  según	  el	  índice	  de	  Riley.	  (b)	  Comparación	  de	  la	  puntuación	  global	  del	  índice	  
de	   inflamación	   histológica	   de	   la	   mucosa	   del	   colon	   entre	   los	   segmentos	   endoscópicamente	  
indemne	  (n=6)	  y	  el	  inflamado	  (n=6),	  así	  como	  en	  la	  biopsia	  de	  colon	  en	  pacientes	  control	  (n=4).	  
Se	  ha	  utilizado	  la	  prueba	  de	  Mann-­‐Whitney	  para	  datos	  apareados	  como	  método	  de	  comparación	  
entre	  mucosa	   indemne	  e	   inflamada	  de	   los	  pacientes	  con	  colitis	  ulcerosa,	  y	  Mann-­‐Whitney	  con	  







Así	  mismo,	  en	  la	  Figura	  11	  se	  representan	  los	  datos	  apareados	  del	  análisis	  
densitométrico	  de	   los	  pacientes	  con	  EII,	   tanto	  relativo	  a	  GAPDH	  como	  de	  manera	  
absoluta,	  medición	  que	  testamos	  al	  no	  estar	  validada	  la	  normalización	  con	  GAPDH.	  
No	  se	  observaron	  diferencias	  ni	  tendencias	  entre	  los	  valores	  de	  ambos	  segmentos.	  	  
	  
	  
Figura	  10:	  Imagen	  de	  la	  membrana	  y	  representación	  de	  la	  cuantificación	  del	  western	  blot	  para	  
LXRαβ	   (1:100)	  referenciado	  a	  GAPDH	  (1:1000),	  en	  biopsias	  de	  colon	   indemne	  e	   inflamado	  de	  
pacientes	   con	   EII	   (n=11)	   así	   como	   de	   pacientes	   control	   (n=5).	   Se	   ha	   utilizado	   la	   prueba	   de	  
Mann-­‐Whitney	  para	  datos	   apareados	   como	  método	  de	   comparación	  entre	  mucosa	   indemne	  e	  
inflamada	   de	   los	   pacientes	   con	   EII,	   y	   Mann-­‐Whitney	   con	   datos	   independientes	   para	   la	  




Figura	  11:	  Cuantificación	  del	  western	  blot	  para	  LXRαβ	  en	  biopsias	  de	  colon	  de	  pacientes	  con	  
EII	  (n=11)	  (a)	  referenciada	  a	  la	  proteína	  de	  referencia	  GAPDH	  y	  (b)	  de	  manera	  absoluta.	  Se	  ha	  






Posteriormente	   realizamos	   varios	   subanálisis	   para	   evaluar	   si	   el	   resultado	  
obedece	   a	   algún	   tipo	   de	   tendencia	   en	   función	   de	   las	   características	   de	   los	  
pacientes.	  	  En	  la	  Figura	  12	  se	  muestran	  los	  resultados	  de	  los	  pacientes	  con	  CU,	  EC,	  
los	   que	   recibían	   tratamiento	   biológico,	   varones	   y	   mujeres	   por	   separado.	   No	   se	  
observan	   diferencias	   significativas	   entre	   ambos	   segmentos	   en	   ninguno	   de	   los	  
subgrupos,	  si	  bien	  los	  pacientes	  con	  enfermedad	  de	  Crohn	  y	  tratamiento	  biológico	  
presentan	  una	  disminución	  uniforme	  de	  la	  cuantificación	  de	  LXRαβ	  en	  el	  segmento	  




Así	  mismo	  se	  correlacionó	  el	  valor	  densitométrico	  de	  LXRαβ	  en	  el	  segmento	  
indemne	  e	  inflamado	  ajustado	  a	  GAPDH	  con	  variables	  demográficas	  y	  clínicas	  
relevantes.	  No	  hubo	  significación	  estadística	  en	  las	  correlaciones	  del	  segmento	  
Figura	   12:	   Cuantificación	   del	   western	   blot	   de	   LXRαβ	   referenciada	   a	   GAPDH	   entre	   los	  
segmentos	   indemnes	   e	   inflamados	   de	   pacientes	   con	   (a)	   colitis	   ulcerosa	   (n=6),	   (b)	   con	  
enfermedad	  de	  Crohn	  (n=4),	  (c)	  bajo	  tratamiento	  biológico	  (n=3),	  (d)	  en	  varones	  (n=5)	  y	  (e)	  en	  







inflamado.	  En	  el	  segmento	  indemne	  se	  observó	  significación	  en	  la	  correlación	  
positiva	  con	  el	  índice	  de	  Harvey	  basal	  (a	  más	  Harvey	  mayor	  LXRαβ,	  Rho	  0,975,	  
p=0,05),	  y	  negativa	  con	  la	  toma	  de	  mesalazina	  por	  vía	  oral	  (Rho	  -­‐0,598,	  p=0,05).	  No	  
se	  observó	  correlación	  con	  el	  resto	  de	  variables.
	  
7.1.5 Evaluación	  de	  la	  expresión	  de	  LXRαβ	  por	  IHQ	  en	  las	  biopsias	  endoscópicas	  
de	  segmento	  indemne	  e	  inflamado	  de	  pacientes	  con	  EII.	  
	  
Al	   no	   observar	   cambios	   entre	   el	   segmento	   inflamado	   y	   el	   indemne	   –que	  
consideramos	  su	  mejor	  control–	  en	  la	  cuantificación	  de	  LXRαβ	  en	  la	  valoración	  de	  
la	   mucosa	   en	   su	   totalidad	   (epitelio,	   lámina	   propia	   y	   muscular	   de	   la	   mucosa,	  
elementos	   habitualmente	   presentes	   en	   las	   biopsias	   endoscópicas	   de	   colon)	  
decidimos	  efectuar	  una	  aproximación	  centrada	  en	  el	  epitelio,	   teniendo	  en	  cuenta	  
su	  papel	  en	  la	  regulación	  de	  la	  homeostasis,	  función	  de	  barrera,	  y	  especialmente	  en	  
la	   orquestación	   de	   la	   respuesta	   inmune	   aberrante	   en	   la	   EII.	   Siguiendo	   los	  
protocolos	   previamente	   descritos	   se	   realizó	   una	   tinción	   IHQ	   para	   LXRαβ	   en	   las	  
biopsias	  endoscópicas	  de	  los	  segmentos	  de	  colon	  indemne	  e	  inflamado	  de	  un	  total	  
de	  7	  pacientes	  con	  EII	  –6	  pacientes	  con	  CU	  y	  uno	  con	  EC–,	  así	  como	  en	  4	  pacientes	  
control.	   En	   la	   Figura	   13	   se	   muestra	   la	   tinción	   del	   control	   negativo	   (izquierda,	  





La	  Figura	  14	  muestra	  imágenes	  representativas	  de	  la	  tinción	  IHQ	  de	  LXRαβ	  
en	   las	  biopsias	   endoscópicas	  de	   segmento	   indemne	  e	   inflamado	  de	   los	  pacientes	  
con	  EII	  así	  como	  de	  los	  pacientes	  control.	  
	  	  
Figura	  13:	  Imágenes	  a	  40	  aumentos	  de	  la	  tinción	  IHQ	  de	  LXRαβ	  en	  biopsias	  de	  colon	  humano	  




Figura	   14:	   Imágenes	   representativas	   de	   inmunohistoquímica	   para	   LXRαβ	   (1:10)	   en	   biopsias	  
endoscópicas	  de	  colon	  de	  controles	  sanos,	  y	  de	  segmento	  indemne	  y	  de	  segmento	  inflamado	  de	  







Se	  cuantificaron	  el	  número	  de	  núcleos	  positivos	  en	  el	  epitelio	  del	  colon.	  La	  
Figura	  15	  muestra	  el	  contaje	  del	  número	  de	  núcleos	  positivos	  para	  LXRαβ	  por	  cada	  
100	  células	  epiteliales	  en	  los	  segmentos	  indemne	  e	  inflamado	  de	  cada	  paciente	  con	  
EII	  y	  de	  los	  controles.	  Se	  observó	  un	  menor	  número	  de	  núcleos	  positivos	  epiteliales	  
en	  el	  segmento	  inflamado	  con	  respecto	  al	  indemne	  (p=0,0313),	  así	  como	  un	  menor	  
contaje	  en	  ambos	  segmentos	  con	  respecto	  a	  los	  pacientes	  control.	  
	  
	  
El	   subanálisis	   de	   los	   pacientes	   con	   CU	   (n=6,	   Figura	   16)	   presentaron	   un	  
comportamiento	  más	  homogéneo,	  manteniendo	  significación	  estadística.	  	  
	  
Figura	  15:	  Núcleos	  positivos	  para	  LXRαβ	  por	  cada	  100	  células	  epiteliales	  en	  segmento	  indemne	  e	  inflamado	  
de	  cada	  paciente	  con	  EII	  (n=7),	  así	  como	  de	  pacientes	  control	  (n=4).	  Se	  ha	  utilizado	  el	  test	  de	  Mann-­‐Whitney	  
para	  datos	  apareados	  como	  método	  de	  comparación	  entre	  mucosa	  indemne	  e	  inflamada	  de	  los	  pacientes	  con	  




Figura	  16:	  Núcleos	  positivos	  para	  LXRαβ	  por	  cada	  100	  CEI	  en	  segmento	   indemne	  e	   inflamado	  de	  






Además,	   se	   correlacionó	  el	   contaje	  de	  núcleos	  positivos	  para	  LXRαβ	   en	   el	  
segmento	   inflamado	   e	   indemne	   con	   diferentes	   variables	   demográficas,	   clínicas,	  
endoscópicas	  e	  histológicas.	  Se	  observó	  una	  correlación	  negativa	  significativa	  del	  
contaje	  nuclear	  en	  el	  segmento	  inflamado	  con	  el	  índice	  histológico	  de	  inflamación	  
de	  Riley	  (para	  n=6	  pacientes	  con	  CU,	  Rho	  de	  Spearman	  -­‐0,829,	  p=0,042),	  y	  con	  la	  
edad	  (Rho	  -­‐0,821,	  p=0,023).	  No	  se	  observó	  correlación	  significativa	  con	  las	  demás	  
variables.	   Seis	   pacientes	   se	   realizaron	   una	   colonoscopia	   subsiguiente.	   No	   hubo	  
correlación	  significativa	  entre	  el	  contaje	  de	  los	  núcleos	  positivos	  para	  LXRαβ	  en	  el	  
segmento	  inflamado	  de	  colonoscopia	  índice	  con	  el	  subíndice	  endoscópico	  de	  Mayo	  
de	   la	   segunda	   colonoscopia	   (Rho	   -­‐0,432;	   p=0,392),	   SES-­‐CD	   (p=1)	   ni	   con	   la	  
existencia	  de	  pólipos	  en	  la	  colonoscopia	  posterior	  (Rho	  0,293,	  p=0,573).	  Así	  mismo	  
se	   correlacionó	  el	   valor	  del	   contaje	  nuclear	  de	  LXRαβ	   en	   el	  segmento	   indemne	  
con	   diferentes	   variables.	   Se	   observó	   correlación	   negativa	   con	   el	   índice	   de	  Mayo	  
parcial	   (Rho	   -­‐0.812;	   p=0,05)	   e	   índice	   de	  Mayo	   total	   (Rho	   -­‐0,812;	   p=0,05).	   No	   se	  
observó	  significación	  en	  la	  correlación	  con	  las	  demás	  variables	  relevantes.	  	  
	  
7.1.6 Localización	  intracelular	  de	  LXR.	  
Con	   el	  microscopio	  óptico	   y	   a	  100	   aumentos	   se	   valoró	   la	   localización	  de	   la	  
tinción	  para	  LXRαβ	  en	  las	  biopsias	  de	  colon	  indemne	  e	  inflamado,	  como	  se	  muestra	  
en	   la	   Figura	   17.	   Se	   observa	   que	   en	   las	   biopsias	   de	   los	   controles	   y	   del	   segmento	  
indemne	  de	  los	  pacientes	  con	  EII	  la	  localización	  de	  la	  tinción	  es	  fundamentalmente	  
nuclear,	   con	   menor	   tinción	   citoplasmática;	   en	   las	   de	   segmento	   inflamado	   se	  









7.2 Caracterización	   de	   los	   ratones	   deficientes	   en	   interleucina	   10	   como	  
modelo	  animal	  de	  enfermedad	  inflamatoria	  intestinal.	  
Una	   vez	   confirmada	   la	   relevancia	   de	   LXRαβ	  en	  la	  inflamación	  epitelial	  de	  
pacientes	  con	  EII	  se	  decidió	  profundizar	  en	  su	  estudio	  utilizando	  un	  modelo	  animal	  
de	   EII.	   Para	   ello,	   y	   en	   primer	   lugar,	   se	   procedió	   a	   la	   caracterización	   general	   del	  
modelo	   en	   nuestro	   laboratorio	   confirmando,	   como	   se	   detalla	   a	   continuación,	   el	  
fenotipo	  inflamatorio	  descrito	  en	  la	  literatura.	  
	  
	  
Figura	  17:	  Imágenes	  con	  microscopía	  óptica	  a	  100	  aumentos	  de	  la	  tinción	  con	  IHQ	  para	  LXRαβ	  
(1:10)	   en	   las	  biopsias	  de	   colon	  de	   segmento	   indemne	  y	  de	   segmento	   inflamado.	   Se	  muestran	  
células	  con	  núcleos	  positivos	  y	  citoplasma	  negativo	  (flecha	  roja)	  y	  células	  con	  núcleo	  negativo	  y	  





7.2.1 Cálculo	  del	  tamaño	  muestral	  	  
De	   cara	   a	   emplear	   el	   número	   mínimo	   de	   animales,	   se	   calculó	   el	   tamaño	  
muestral	  como	  diferencia	  entre	  dos	  proporciones,	  estimando	  una	  diferencia	  en	  la	  
presencia	   epitelial	  de	  LXR	  del	  30%	  entre	   los	  dos	  grupos	  de	  animales,	   esperando	  
una	  proporción	  de	  70%	  en	  el	  grupo	  Wild-­‐type	  y	  de	  40%	  en	  el	  grupo	  IL-­‐10-­‐/-­‐.	  	  Con	  
un	   nivel	   de	   riesgo	   de	   0,05,	   una	   potencia	   estadística	   del	   80%,	   y	   unas	   pérdidas	  
esperadas	  del	  15%	  se	  estimó	  un	  tamaño	  muestral	  por	  grupo	  de	  12	  animales.	  
	  
7.2.2 Características	  de	  la	  población	  de	  animales	  
Se	   incluyeron	   finalmente	   12	   ratones	   Wild-­‐type	   y	   19	   ratones	   IL-­‐10-­‐/-­‐.	  
Ninguno	  de	  los	  ratones	  Wild-­‐type	  presentó	  prolapso	  rectal	  mientras	  que	  3	  de	  los	  
ratones	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  lo	  presentaron	  a	  lo	  largo	  de	  las	  18-­‐20	  semanas	  de	  vida	  (Figura	  18).	  	  
	  
	  
En	  la	  semana	  18-­‐20	  –	  momento	  en	  el	  cual	  el	  grado	  de	  colitis	  es	  máxima	  en	  el	  
modelo,	  de	  acuerdo	  con	  nuestra	  experiencia	  (4)	  –	  se	   llevó	  a	  cabo	   la	  eutanasia	  de	  





los	  ratones,	  tras	  la	  cual	  se	  individualizó	  el	  colon	  de	  los	  animales,	  se	  pesó	  y	  se	  midió.	  
Los	  resultados	  se	  muestran	  en	  la	  Figura	  19.	  	  
	  
	  
Los	  animales	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  y	   los	  Wild-­‐type	  presentaron	  el	  mismo	  peso,	  mientras	  
que	   el	   colon	   de	   los	   ratones	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   fue	   más	   largo	   y	   más	   pesado.	   Así	   mismo,	   la	  
Figura	  19:	  Características	  de	  los	  ratones	  en	  el	  momento	  del	  sacrificio.	  (a)	  Imagen	  comparativa	  
de	   la	   pieza	   de	   colon	   del	   ratón	   Wild-­‐type	   (arriba)	   y	   la	   del	   ratón	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   (abajo).	   (b)	   Imagen	  
comparativa	  de	  la	  sección	  a	  2	  aumentos	  de	  hematoxilina-­‐eosina	  del	  colon	  del	  ratón	  Wild-­‐type	  y	  
la	  del	  ratón	  IL-­‐10-­‐/-­‐.	  (c)	  Peso	  del	  ratón,	  (d)	  longitud	  del	  colon	  en	  el	  momento	  del	  sacrificio,	  (e)	  
peso	  del	  colon,	  (f)	  relación	  entre	  peso	  y	  longitud	  del	  colon	  en	  el	  momento	  del	  sacrificio	  de	  los	  






relación	   entre	   peso	   y	   longitud	   del	   colon	   (una	   medida	   indirecta	   del	   grado	   de	  
inflamación)	  fue	  significativamente	  mayor	  en	  los	  ratones	  IL-­‐10-­‐/-­‐,	  lo	  que	  sugiere	  un	  
aumento	  del	  edema	  del	  colon	  en	  estos	  ratones	  secundario	  a	  inflamación	  colónica.	  
Por	  último,	   en	  el	   estudio	  histológico	  a	  bajo	   aumento	   se	  puede	  apreciar	   el	  mayor	  
diámetro	   de	   sección	   en	   el	   grupo	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   debido	   fundamentalmente	   al	   edema,	  
hiperplasia	  e	  infiltrado	  inflamatorio	  presentes	  en	  la	  mucosa	  y	  la	  submucosa.	  
	  
	  
7.2.3 Evaluación	  microscópica	  de	  la	  afectación	  inflamatoria	  en	  el	  colon	  del	  ratón.	  	  
	  
La	  evaluación	  histológica	  se	  realizó	  en	  un	  número	  representativo	  de	  ratones	  
escogidos	   de	   manera	   aleatoria.	   Se	   realizó	   la	   tinción	   de	   hematoxilina-­‐eosina	   y	  
posteriormente	  se	  evaluó	  el	  grado	  de	  afectación	  inflamatoria	  histológica	  del	  colon	  
siguiendo	   la	  clasificación	  de	  Kim	  (197).	  En	   la	  Figura	  20	  se	  muestran	  ejemplos	  de	  
cortes	  en	  hematoxilina-­‐eosina	  de	  los	  ítems	  del	  índice	  de	  evaluación	  histológica	  de	  
los	  animales	  Wild-­‐type	  (n=4)	  y	  de	  los	  de	  los	  ratones	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  (n=4).	  Se	  observó	  que	  
la	  puntuación	  del	  índice	  era	  superior	  de	  manera	  significativa	  en	  los	  ratones	  IL-­‐10-­‐/-­‐
,	  y	  todos	  los	  ítems	  del	  índice	  fueron	  superiores	  en	  el	  ratón	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  a	  excepción	  de	  la	  






7.2.4 Niveles	  de	  expresión	  de	  moléculas	  pro-­‐inflamatorias	  en	  el	  colon	  del	  ratón.	  
Las	  piezas	  de	  colon	   también	   fueron	  utilizadas	  para	  extracción	  de	  ARNm	  y	  
evaluación	   molecular	   con	   qPCR.	   En	   primer	   lugar	   se	   quiso	   confirmar	   que	   los	  
hallazgos	   inflamatorios	   histológicos	   se	   correspondían	   con	   los	   hallazgos	  
moleculares;	   para	   ello	   se	   analizaron	   los	   niveles	   de	   expresión	   de	  moléculas	   de	   la	  
cascada	  inflamatoria,	  en	  este	  caso	  citocinas	  pro-­‐inflamatorias	  como	  TNFα 	  e	  IL-­‐1β ,	  
empleando	   β-­‐actina	   como	   gen	   de	   referencia.	   Se	   observó,	   como	   se	  muestra	   en	   la	  
Figura	   20:	  Valoración	  de	   la	   inflamación	  histológica	   siguiendo	  el	   índice	  de	  Kim.	   (a)	   Imágenes	  
representativas	  de	  la	  evaluación	  histológica	  de	  inflamación	  cólica	  de	  cada	  ítem	  del	  índice	  en	  los	  
ratones	  Wild-­‐type	   (n=4)	   e	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   (n=4).	   (b)	   Cuantificación	   del	   índice	   individualizando	   cada	  







Figura	   21,	   que	   los	   niveles	   de	   expresión	   de	   ambas	   citocinas	   estaban	  
significativamente	   aumentados	   en	   los	   ratones	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   comparado	   con	   los	   Wild-­‐
type.	  	  
	  
	   	  
	  
La	   óxido	   nítrico	   sintasa	   inducible	   (iNOS)	   es	   un	   enzima	   que	   cataliza	   el	  
paso	   de	   L-­‐arginina	   a	   L-­‐citrulina	   produciendo	   óxido	   nítrico	   (NO),	   uno	   de	   los	  
mediadores	   principales	   de	   la	   cascada	   inflamatoria	   (47).	   Por	   dicho	   motivo	  
evaluamos	   su	   presencia	   en	   el	   colon	   de	   los	   animales	   y	   observamos	   que	   también	  
había	   un	   aumento	   en	   el	   colon	   de	   los	   ratones	   IL-­‐10-­‐/-­‐.	   También	   se	   observó	   una	  
disminución	   significativa	   de	   los	   niveles	   de	   ARNm	   de	   CCL-­‐28	   –quimiocina	   que	  
Figura	   21:	   Cuantificación	   de	   las	   moléculas	   pro-­‐inflamatorias	   en	   el	   colon	   de	   los	   ratones.	  
Comparación	  de	  los	  niveles	  de	  ARNm	  de	  (a)	  TNF-­‐α,	  (b)	  IL-­‐1β,	  (c)	  iNOS	  y	  (d)	  CCL-­‐28	  en	  el	  colon	  
de	   los	  ratones	  Wild-­‐type	  (n=12)	  con	  respecto	  a	   los	  ratones	   IL-­‐10	   -­‐/-­‐	   (n=16).	  Se	  ha	  utilizado	  el	  








regula	  la	  quimiotaxis	  de	  células	  CD4	  y	  CD8	  positivas	  (104)–	  en	  los	  ratones	  IL-­‐10-­‐/-­‐.	  
Ambos	  resultados	  se	  muestran	  también	  en	  la	  Figura	  21.	  
Así	   mismo,	   se	   valoró	   por	   IHQ	   la	   presencia	   nuclear	   de	  NF-­‐κB	   –	   factor	   de	  
transcripción	  clave	  en	  la	  regulación	  de	  la	  respuesta	  inmune	  (198)	  –	  en	  el	  epitelio	  
del	   colon	   de	   ambos	   grupos	   de	   animales.	   Se	   puede	   observar	   en	   la	   Figura	   22	   un	  





7.2.5 Niveles	   de	   expresión	   de	   moléculas	   de	   adhesión	   intercelular	   y	   del	  
citoesqueleto	  en	  el	  colon	  del	  ratón.	  	  
También	  se	  evaluaron	  en	  el	  colon	  de	  los	  ratones	  diferentes	  marcadores	  de	  
función	  de	  barrera	  y	  de	  fenotipo	  del	  epitelio.	  Se	  observó	  que	  la	  expresión	  de	  ARNm	  
de	   E-­‐cadherina	   por	   qPCR	   y	   su	   expresión	   proteica	   por	   inmunofluorescencia	  
indirecta	  (IFI)	  en	  tejido	  estaban	  disminuidas	  en	  el	  colon	  de	  los	  ratones	  IL-­‐10-­‐/-­‐.	  La	  
Figura	  22:	  Imágenes	  representativas	  de	  la	  tinción	  inmunohistoquímica	  para	  la	  subunidad	  p65	  
de	  NF-­‐κB	  (1:50)	  en	  cortes	  de	  colon	  de	  ratón	  Wild-­‐type	  y	  de	  IL-­‐10	  -­‐/-­‐.	  Se	  muestra	  la	  positividad	  








disminución	  del	  ARNm	  en	  el	   colon	  del	  animal	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   también	  ocurrió	  con	  ZO-­‐1.	  
Por	  último,	  también	  se	  observó	  usando	  IFI	  en	  tejido	  una	  disminución	  de	  F-­‐actina	  
en	   los	   ratones	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   comparado	   con	   los	   Wild-­‐type.	   Dichos	   resultados	   se	  






Figura	  23:	  Proteínas	  de	  adhesión	  intercelular	  en	  el	  ratón.	  (a)	  Niveles	  de	  ARNm	  de	  E-­‐Cadherina,	  
(b)	  ZO-­‐1	  en	  el	  colon	  de	  los	  ratones	  Wild-­‐type	  (n=12)	  con	  respecto	  a	  los	  ratones	  IL-­‐10	  -­‐/-­‐	  (n=16).	  
Se	  ha	  usado	  β–Actina	  como	  gen	  de	  referencia.	  Se	  ha	  utilizado	  la	  prueba	  de	  Mann-­‐Whitney	  como	  
método	   de	   comparación.	   (c)	   Imágenes	   representativas	   de	   la	   tinción	   tisular	   por	  
inmunofluorescencia	   para	   E-­‐cadherina	   (1:500),	   F-­‐actina	   polimérica	   (1:200)	   y	   de	   ambas	  
tinciones	   superpuestas	   junto	   a	   la	   tinción	  nuclear	  DAPI	   (1:200)	  de	   cortes	  de	   colon	  de	   ratones	  







7.3 Análisis	  de	  la	  expresión	  de	  LXR	  y	  sus	  genes	  diana	  en	  el	  colon	  del	  ratón	  
deficiente	  en	  IL-­‐10.	  
7.3.1 Niveles	  de	  expresión	  de	  ARNm	  de	  las	  dos	  isoformas	  de	  LXRα	  y	  β	  en	  el	  colon	  
del	  ratón.	  
Se	   evaluó	   el	   ARNm	   de	   ambas	   isoformas	   α	   y	   β	   de	   LXR	   mediante	   qPCR,	  
observando	  una	  disminución	  de	  la	  isoforma	  α 	  y	  de	  la	  β 	  en	  el	  colon	  de	  ratones	  IL-­‐
10-­‐/-­‐	  comparado	  con	  ratones	  Wild-­‐type	  (Figura	  24).	  	  
	   	  
	  
	  
Quisimos	  relacionar	  la	  disminución	  de	  LXR	  con	  las	  citocinas	  presentes	  en	  el	  
colon	   de	   los	   ratones.	   Para	   ello	   se	   investigó	   la	   correlación	   entre	   los	   niveles	   de	  
ARNm	   de	   ambas	   isoformas	   de	   LXR	   con	   los	   de	   diferentes	   citocinas	   pro-­‐
inflamatorias,	  que	  se	  muestran	  en	  la	  Figura	  25.	  Se	  observó	  que	  los	  niveles	  de	  IL-­‐1β 	  
estaban	  significativamente	  relacionados	  de	  manera	  inversa	  tanto	  con	  los	  de	  LXRα	  
como	   con	   los	   de	   LXRβ.	   Sin	   embargo,	   la	   correlación	   con	   los	   valores	  de	  TNFα 	   fue	  
negativa	  para	  LXRα	  y	  positiva	  para	  LXRβ,	  esta	  última	  no	  significativa.	  
	  
Figura	   24:	  Expresión	  de	  LXRα	  y	  β	   en	  el	   colon	  del	   ratón.	   (a)	  Niveles	  de	  ARNm	  de	  LXRα	  y	   (b)	  
LXRβ	  en	  el	  extracto	  de	  colon	  de	  los	  ratones	  Wild-­‐type	  (n=12)	  con	  respecto	  a	  los	  ratones	  IL-­‐10	  -­‐/-­‐	  








	   	  
	  
7.3.2 Niveles	  de	  expresión	  de	  genes	  diana	  de	  LXR	  en	  el	  colon.	  
Para	  confirmar	  que	  la	  actividad	  de	  LXR	  estaba	  disminuida	  en	  los	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  en	  
los	  que	  se	   identificaba	  menor	  expresión	  génica	  de	  LXR	  se	  evaluó	   la	  expresión	  de	  
sus	   genes	   diana.	   Se	   eligió	  ABCA1	   por	   su	   potencial	   protagonismo	   en	   la	   cascada	  
inflamatoria,	  descrito	  en	  la	  introducción,	  y	  FAS.	  La	  expresión	  de	  ARNm	  de	  ambos	  
genes	   estaba	   disminuida	   en	   los	   ratones	   IL-­‐10-­‐/-­‐.	   También	   se	   llevó	   a	   cabo	   la	  
evaluación	   IHQ	   en	   el	   colon	   de	   ratones	   en	   el	   caso	   de	   ABCA1,	   que	   mostró	   una	  
disminución	  de	  la	  tinción	  en	  el	  animal	  IL-­‐10-­‐/-­‐.	  Estos	  datos	  se	  muestran	  en	  la	  Figura	  
26,	  y	  confirman	  la	  disminución	  de	  la	  actividad	  de	  LXR	  en	  el	  colon	  de	  los	  ratones	  IL-­‐
10-­‐/-­‐.	  
	  
Figura	   25:	   Correlaciones	   entre	   los	   niveles	  ARNm	  de	   (a)	   IL-­‐1β	   y	   LXRα;	   (b)	   IL-­‐1β	   y	   LXRβ,	   (c)	  
TNF-­‐α	  y	  LXRα;	  (d)	  y	  TNF-­‐α	  y	  LXRβ	  del	  colon	  de	   los	  ratones	  WT	  y	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  (n=27).	  Se	  utilizó	   la	  







	   	  
	  
	  
7.3.3 Tinción	  inmunohistoquímica	  de	  LXR	  en	  el	  colon	  del	  ratón.	  
Teniendo	  en	  cuenta	  que	  cuando	  LXR	  está	  activo	  se	  encuentra	  en	  el	  núcleo	  
(199),	   el	   siguiente	   paso	   fue	   valorar	   la	   presencia	   nuclear	   de	   LXRαβ	   y	   de	   sus	   dos	  
isoformas	  por	  separado,	  α	  y	  β,	  en	  los	  cortes	  de	  colon	  de	  los	  animales	  tanto	  Wild-­‐
type	  (n=3	  para	  cada	  una	  de	  las	  valoraciones)	  como	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  (n=6	  para	  LXRαβ,	  n=4	  
para	   LXRα	   y	   LXRβ)	   mediante	   IHQ	   (Figuras	   27	   y	   29).	   Se	   evaluó	   la	   positividad	  
nuclear	  en	  las	  células	  del	  epitelio,	  las	  células	  no	  epiteliales	  y	  las	  totales.	  
Figura	   26:	   Comparación	   de	   los	   niveles	   de	  ARNm	  de	   (a)	   FAS	   y	   (b)	   ABCA-­‐1	   en	   el	   extracto	   de	  
colon	  de	  los	  ratones	  IL-­‐10	  -­‐/-­‐	  con	  respecto	  a	  los	  ratones	  Wild-­‐type.	  Se	  ha	  usado	  β–Actina	  como	  
gen	  de	  referencia.	  Se	  ha	  utilizado	  la	  prueba	  de	  Mann-­‐Whitney.	  (c)	  Imágenes	  representativas	  de	  









Se	  observó	  una	  disminución	  de	  la	  tinción	  nuclear	  de	  LXRαβ 	  en	  el	  colon	  de	  
los	   animales	   IL-­‐10-­‐/-­‐.	   Además,	   se	   observó	   que	   esta	   diferencia	   era	   debida	   a	   un	  
Figura	  27:	   Imágenes	  representativas	  de	  la	  tinción	  inmunohistoquímica	  para	  LXRαβ	   (1:50)	  en	  
colon	   de	   ratones	   control	   (izquierda)	   y	   de	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   (derecha).	   Se	   muestras	   células	   con	   núcleo	  







menor	   número	   de	   núcleos	   positivos	   para	   LXRαβ	   en	   el	  epitelio	   (p=0,0238).	   Este	  
hecho	   no	   tuvo	   lugar	   en	   las	   células	   no	   epiteliales	   (p=0,38).	   Estos	   resultados	   se	  




En	  paralelo,	  se	  tiñeron	  secciones	  de	  colon	  y	  se	  realizó	  una	  tinción	  IHQ	  para	  
las	  isoformas	  LXRα	  y	  LXRβ.	  En	  la	  Figura	  29	  se	  muestran	  imágenes	  representativas	  
de	  ambas	  tinciones.	  La	  cuantificación	  de	  los	  núcleos	  positivos	  para	  la	  isoforma	  α 	  
no	   mostró	   diferencias	   cuando	   se	   cuantificaron	   de	   manera	   conjunta	   los	   núcleos	  
epiteliales	   y	   no	   epiteliales,	   ni	   cuando	   se	   hizo	   por	   separado.	   Sin	   embargo,	   la	  
cuantificación	  de	   los	  núcleos	  positivos	  para	  LXRβ 	  mostró	  una	  disminución	   en	   el	  
colon	   de	   los	   ratones	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   tanto	   en	   el	   contaje	   global,	   como	   en	   el	   contaje	  
epitelial,	   sin	   encontrarse	   diferencias	   en	   el	   contaje	   no	   epitelial.	   Por	   lo	   tanto,	   la	  
disminución	   del	   contaje	   de	   células	   positivas	   para	   LXRαβ 	   a	   nivel	   epitelial	   era	  
debida	   fundamentalmente	   a	  disminución	  de	   la	   isoforma	   β .	  Dichos	   resultados	   se	  
muestran	  en	  la	  Figura	  30.	  
	  
Figura	  28:	  Contaje	  de	  núcleos	  positivos	  para	  LXRαβ	  (a)	  en	  el	  total	  de	  las	  células	  (epiteliales	  y	  
no	   epiteliales),	   (b)	   en	   las	   células	   epiteliales	   exclusivamente,	   (c)	   y	   en	   las	   no	   epiteliales	  
exclusivamente	  del	  colon	  de	  ratones	  Wild-­‐type	  (n=3)	  y	  ratones	  Il-­‐10	  -­‐/-­‐	  (n=6).	  Se	  ha	  utilizado	  la	  











Figura	  30:	  Contaje	  de	  núcleos	  positivos	  en	  el	  colon	  de	  los	  ratones	  para	  LXRα	  (1:50)	  (a)	  en	  el	  total	  de	  las	  células,	  
(b)	  en	   las	  células	  epiteliales,	   (c)	  y	  en	   las	  no	  epiteliales	  del	  colon	  de	  ratones	  Wild-­‐type	  (n=3)	  y	  ratones	   Il-­‐10	   -­‐/-­‐	  
(n=4).	  Contaje	  del	  porcentaje	  de	  núcleos	  positivos	  para	  LXRβ	  (1:50)	  evaluado	  (d)	  en	  el	  total	  de	  las	  células,	  (e)	  en	  
las	  células	  epiteliales,	  (f)	  y	  en	  las	  no	  epiteliales	  del	  colon	  de	  ratones	  Wild-­‐type	  (n=3)	  y	  ratones	  Il-­‐10	  -­‐/-­‐	  (n=4).	  Se	  







Figura	  29:	  Imágenes	  representativas	  de	  la	  tinción	  para	  LXRα	  (1:50)	  y	  para	  LXRβ	  (1:50)	  en	  los	  dos	  grupos.	  Se	  







7.3.4 Localización	  intracelular	  de	  LXRαβ	  
LXR	   está	   considerado	   un	   receptor	   nuclear	   tipo	   2,	   que	   reside	   en	   el	   núcleo	  
unido	  a	  RXR,	  al	  co-­‐represor	  y	  a	  las	  secuencias	  de	  ADN	  que	  regulan	  sus	  genes	  diana;	  
y	   por	   lo	   tanto	   se	   considera	   activo	   cuando	   se	   localiza	   a	   nivel	   nuclear	   (199).	   La	  
evaluación	  IHQ	  utilizando	  un	  objetivo	  de	  100	  aumentos,	  reveló	  que	  la	  tinción	  para	  
LXRαβ 	  era	  principalmente	  nuclear	  en	  los	  animales	  Wild-­‐type,	  y	  ello	  coincidía	  con	  
disminución	   de	   la	   intensidad	   citoplasmática.	   En	   los	   animales	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   la	   tinción	  
mostraba	   un	   patrón	   de	   tinción	   inverso,	   se	   observó	   una	   disminución	   de	   la	  
intensidad	   de	   LXRαβ	   a	   nivel	   nuclear	   y	   un	   aumento	   en	   citoplasma.	   Se	   muestran	  
dichos	  hallazgos	  en	  la	  Figura	  31.	  
	  
Figura	   31:	   Imágenes	   representativas	   de	   la	   tinción	   inmunohistoquímica	  de	   LXRαβ	   (1:50,	   100	  
aumentos)	  de	  colon	  de	  ratones	  Wild-­‐type	  y	  ratones	   IL-­‐10	   -­‐/-­‐.	  Se	  muestran	  células	  con	  núcleos	  
positivos	  y	  citoplasma	  negativo	  (flecha	  roja)	  y	  células	  con	  núcleo	  negativo	  y	  citoplasma	  positivo	  








Así	  mismo,	  se	  valoró	  la	  presencia	  nuclear	  de	  las	  isoformas	  de	  LXR	  α	  y	  β	  en	  el	  
colon	  de	  los	  ratones	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  y	  de	  los	  Wild-­‐type,	  cuyas	  imágenes	  representativas	  se	  
muestran	  en	  la	  Figura	  32.	  Se	  observó	  que	  el	  comportamiento	  de	  las	  isoformas	  por	  
separado	   era	   similar	   al	   de	   LXRαβ,	   con	  menor	   tinción	   citoplasmática	   cuando	   hay	  







Figura	  32:	  Imágenes	  representativas	  de	  la	  tinción	  inmunohistoquímica	  de	  LXRα	  y	  LXRβ	  (1:50,	  
100	   aumentos)	   de	   colon	   de	   ratones	   Wild-­‐type	   y	   ratones	   IL-­‐10	   -­‐/-­‐.	   Se	   muestran	   células	   con	  
núcleos	  positivos	  y	  citoplasma	  negativo	  (flecha	  roja)	  y	  células	  con	  núcleo	  negativo	  y	  citoplasma	  








7.4 Efecto	  de	  la	  IL-­‐1β 	  sobre	  LXR	  en	  cultivos	  celulares.	  
7.4.1 Efecto	   de	   la	   estimulación	   con	   IL-­‐1β	   sobre	   citocinas	   y	   quimiocinas	   de	  
producción	  epitelial,	  sobre	  LXRαβ	  y	  ABCA1.	  
Con	  el	  objetivo	  de	  establecer	  un	  modelo	  de	  inflamación	  en	  la	  célula	  epitelial	  
intestinal	  se	  simuló	  un	  ambiente	  pro-­‐inflamatorio	  estimulando	   las	  células	  Caco-­‐2	  
con	   IL-­‐1β	   (25	   ng/mL)	   durante	   3,	   6	   y	   24	   horas	   (4,	   200,	   201).	   A	   continuación	   se	  
determinaron	   los	  niveles	  de	  ARNm	  de	   las	  citocinas	   IL-­‐6	  e	   IL-­‐8,	  y	   las	  quimiocinas	  
CCL-­‐25	   y	   CCL-­‐28.	   Como	   muestra	   la	   Figura	   33,	   los	   niveles	   de	   IL-­‐8	   y	   CCL-­‐28	  
aumentaron	  de	  manera	  significativa	  a	  las	  6	  horas	  de	  estimulación,	  mientras	  que	  IL-­‐
6	  y	  CCL-­‐25	  no	  presentaron	  cambios	  con	  respecto	  a	  las	  células	  no	  estimuladas.	  	  
	  	  
Figura	   33:	   Niveles	   de	   expresión	   de	  ARNm	  de	   (a)	   IL-­‐6,	   (b)	   IL-­‐8,	   (c)	   CCL-­‐25,	   (d)	   y	   CCL-­‐28	   en	  
células	  Caco-­‐2	  (n=3)	  después	  de	  la	  estimulación	  con	  IL-­‐1β	  (25	  ng/mL)	  durante	  3,	  6	  y	  24	  horas.	  
Se	  ha	  usado	  vilina	   como	  gen	  de	   referencia.	   Se	  ha	  utilizado	   la	  prueba	  de	  Mann-­‐Whitney	   como	  










En	  paralelo,	  se	  midieron	  los	  niveles	  de	  expresión	  del	  ARNm	  de	  LXRα	  y	  β,	  y	  
no	  se	  observaron	  cambios	  (Figura	  34).	  Sin	  embargo,	  se	  observó	  una	  disminución	  
significativa	  de	   los	  niveles	  de	  expresión	  de	  ABCA1	   a	   las	  6	  horas	  de	  estimulación	  
con	  IL-­‐1β	  (Figura	  34).	  Por	  todo	  ello,	  se	  utilizó	  el	  tiempo	  de	  estimulación	  con	  IL-­‐1β	  
de	   6	   horas	   para	   la	   evaluación	   de	   la	   expresión	   de	   ARNm	   en	   los	   experimentos	  






7.5 Efecto	  del	  agonista	  de	  LXR	  GW3965	  sobre	  la	  inflamación	  epitelial.	  
Una	  vez	  sugerida	   la	  potencial	  relevancia	  de	  LXR	  en	   la	  mucosa	   inflamada	  en	  
pacientes	   con	  EII,	   identificado	  el	   epitelio	   como	  principal	   fuente	  de	   cambio	  en	  un	  
modelo	  animal	  de	  ileocolitis,	  y	  establecidas	  las	  condiciones	  experimentales	  en	  los	  
cultivos	   celulares	   nos	   propusimos	   evaluar	   el	   papel	   anti-­‐inflamatorio	   del	   eje	  
LXR/ABCA1/colesterol	   en	   el	   epitelio	   intestinal	   utilizando	   como	   referencia	   los	  
datos	  y	  experimentos	  publicados	  en	  macrófagos.	  	  
	  
Figura	  34:	  Niveles	  de	  expresión	  de	  ARNm	  de	  (a)	  LXRα,	  (b)	  LXRβ,	  (c)	  y	  ABCA-­‐1	  en	  células	  Caco-­‐2	  
(n=3)	  después	  de	  la	  estimulación	  con	  IL-­‐1β	  (25	  ng/mL)	  durante	  3,	  6	  y	  24	  horas.	  Se	  ha	  usado	  vilina	  
como	  gen	  de	  referencia.	  Se	  ha	  utilizado	  el	  test	  de	  Mann-­‐Whitney	  como	  método	  de	  comparación.	  Se	  









7.5.1 Efecto	  de	  GW3965	  sobre	  LXR	  y	  sus	  genes	  diana	  en	  células	  Caco-­‐2.	  
En	  primer	  lugar	  se	  determinó	  la	  concentración	  del	  agonista	  de	  LXR	  GW3965	  
capaz	  de	  inducir	  la	  expresión	  de	  ABCA1,	  uno	  de	  los	  genes	  diana	  de	  LXR,	  en	  células	  
Caco-­‐2	  en	  cultivo	  y	  analizar	   los	  patrones	  de	  expresión	  de	  diferentes	  moléculas.	  A	  
concentraciones	   crecientes	   (0,5;	   1	   y	   2	   μM)	   se	   observó	   que	   la	   incubación	   con	  
GW3965	  durante	  18	  horas	  aumentó	  de	  manera	  dosis-­‐dependiente	   los	  niveles	  de	  
expresión	   ABCA1.	   Por	   ello	   utilizamos	   la	   dosis	   de	   2	   μM	   en	   experimentos	  
subsiguientes.	  Se	  evaluó	   también	  el	  efecto	  de	   la	  estimulación	  con	  GW3965	  sobre	  
los	   niveles	   de	   ARNm	   de	   LXRα 	   y	   β ,	   sin	   observar	   cambios.	   Dichos	   resultados	   se	  





7.5.2 Efecto	   de	   la	   pre-­‐incubación	   de	   células	   Caco-­‐2	   con	   GW3965	   sobre	   las	  
quimiocinas	  IL-­‐8	  y	  CCL-­‐28	  en	  cultivos	  estimulados	  con	  IL-­‐1β.	  
A	  continuación	  evaluamos	  la	  capacidad	  del	  agonista	  de	  LXR	  de	  revertir	  un	  
ambiente	   inflamatorio	   generado	   por	   la	   IL-­‐1β	   sobre	   células	   Caco-­‐2.	   Para	   ello	   se	  
pretrataron	   las	   células	   Caco-­‐2	   con	   GW3965	   y	   vehículo	   durante	   18	   horas	   y	  
posteriormente	  se	  estimularon	  con	  IL-­‐1β	  durante	  6	  horas	  para	  evaluar	  el	  ARNm	  y	  
Figura	  35:	  Niveles	  de	  expresión	  del	  ARNm	  de	  (a)	  ABCA1,	  (b)	  LXRα	  (c)	  y	  LXRβ	  en	  células	  Caco-­‐2	  
tras	  18	  horas	  de	  incubación	  con	  concentraciones	  crecientes	  del	  agonista	  LXR	  GW3965	  (n=4).	  Se	  
utilizó	  vilina	  como	  gen	  de	  referencia.	  Se	  ha	  utilizado	  la	  prueba	  de	  Mann-­‐Whitney	  como	  método	  










durante	  24	  horas	  para	  la	  evaluación	  proteica	  del	  medio	  de	  cultivo.	  Se	  observó	  que	  
el	  aumento	  de	  CCL-­‐28	  y	  de	  IL-­‐8	  generado	  por	  la	  estimulación	  con	  IL-­‐1β	  se	  revertía	  
en	  las	  células	  tratadas	  con	  GW3965	  tanto	  por	  qPCR	  en	  el	  extracto	  celular	  como	  por	  
ELISA	  en	  el	  medio	  de	  cultivo.	  Este	  experimento	  consiguió	  demostrar	  el	  efecto	  anti-­‐
inflamatorio	   de	   la	   activación	   de	   LXR	   en	   el	   epitelio	   intestinal	   en	   cultivo.	   Los	  
resultados	  se	  representan	  en	  la	  Figura	  36.	  
	  	  
	  
7.5.3 Efecto	  del	  tratamiento	  con	  GW3965	  sobre	  la	  ruta	  NF-­‐κB	  
Para	  conocer	  el	  mecanismo	  por	  el	  cual	  LXR	  tiene	  un	  efecto	  anti-­‐inflamatorio	  
se	  evaluaron	   las	  rutas	  de	  señalización	   intracelular	  de	   las	  MAP	  quinasas	  p44-­‐42	  y	  
de	  NF-­‐κB,	  ambas	  vías	  efectoras	  del	  receptor	  de	  IL-­‐1/TLR	  y	  con	  gran	  relevancia	  en	  
Figura	  36:	  Efecto	  del	  tratamiento	  con	  GW3965	  sobre	  células	  Caco-­‐2	  estimuladas	  con	  IL-­‐1β.	  (a)	  Niveles	  de	  
expresión	  de	  ARNm	  de	  CCL-­‐28,	  (b)	  e	  IL-­‐8	  en	  células	  Caco-­‐2	  pre-­‐incubadas	  (18	  horas)	  con	  vehículo	  (DMSO)	  
o	  con	  GW3965	  (2µM)	  y	  posteriormente	  estimuladas	  con	   IL-­‐1β	   (25ng/mL)	  durante	  6	  horas	   (n=8).	  Se	  ha	  
usado	  vilina	  como	  gen	  de	  referencia.	  (c)	  Concentración	  de	  IL-­‐8	  en	  sobrenadante	  del	  medio	  de	  cultivo	  de	  
células	  Caco-­‐2	  medida	  por	  ELISA	  tras	   incubación	  durante	  18	  horas	  con	  vehículo	  (DMSO)	  o	  con	  GW3965	  
(2µM)	   y	   posteriormente	   estimuladas	   con	   IL-­‐1β	   (25ng/mL)	   durante	   24	   horas	   (n=6).	   Se	   ha	   utilizado	   la	  
prueba	   de	   Mann-­‐Whitney	   como	   método	   de	   comparación.	   Se	   considera	   significativo	   (*diferencia	   con	  











la	   cascada	   inflamatoria.	   La	   activación	   de	   la	   ruta	   de	  NF-­‐κB	   se	   caracteriza	   por	   el	  
paso	  de	  su	  subunidad	  p65	  al	  núcleo	  celular	  para	  iniciar	   la	  transcripción	  de	  genes	  
pro-­‐inflamatorios.	  Se	  realizó	  una	  IFI	  sobre	  células	  Caco-­‐2	  pretratadas	  con	  GW3965	  
durante	   18	   horas,	   tras	   lo	   cual	   se	   añadió	   IL-­‐1β	   (25	   ng/mL)	   al	   medio	   de	   cultivo	  
durante	   30	  minutos,	   y	   se	   cuantificó	   la	   fluorescencia	   nuclear	   para	   p65	   utilizando	  




Figura	  37:	  Estudio	  de	  la	  vía	  de	  NF-­‐κB	  tras	  pretratamiento	  con	  GW3965	  en	  células	  Caco-­‐2	  estimuladas	  
con	   IL-­‐1β.	   (a)	   Imágenes	  representativas	  de	   inmunofluorescencia	  de	   la	   tinción	  de	   la	  subunidad	  p65	  de	  
NF-­‐κB	  (1:200),	  	  F-­‐actina	  (1:40)	  y	  la	  imágenes	  superpuestas	  con	  los	  núcleos	  teñidos	  con	  DAPI	  (1:500)	  en	  
células	  Caco-­‐2	  pre-­‐incubadas	  (18	  horas)	  con	  vehículo	  (DMSO)	  o	  con	  GW3965	  (2µM)	  y	  posteriormente	  
estimuladas	   con	   IL-­‐1β	   (25ng/mL)	   durante	   30	   minutos	   (n=6).	   (b)	   Representación	   del	   contaje	   de	   los	  
núcleos	   en	   función	   de	   su	   nivel	   de	   fluorescencia	   (alta:	   mayor	   de	   125	   unidades	   arbitrarias	   de	  
fluorescencia,	  media:	  entre	  75	  y	  125	  unidades,	  y	  baja:	  menor	  de	  75	  unidades)	  a	  partir	  de	  la	  IFI	  de	  p65	  en	  
células	  Caco-­‐2	  pre-­‐incubadas	  (18	  horas)	  con	  vehículo	  (DMSO)	  o	  con	  GW3965	  (2µM)	  y	  posteriormente	  
estimuladas	  con	  IL-­‐1β	  (25ng/mL)	  durante	  30	  minutos	  (n=6).	  











Se	  observó	  una	  disminución	  de	  la	  positividad	  tras	  la	  estimulación	  con	  IL-­‐1β	  en	  las	  
células	   pretratadas	   con	   GW3965,	   sugiriendo	   una	   reducción	   la	   translocación	  
nuclear	  de	  la	  subunidad	  p65	  de	  NF-­‐κB.	  	  
	  
7.5.4 Efecto	  del	  GW3965	  sobre	  la	  activación	  de	  MAP	  quinasas	  p44-­‐42	  
La	   evaluación	   de	   la	   activación	   de	   la	   vía	   de	   las	  MAP	   quinasas	   se	   realizó	  
cuantificando	  la	  proporción	  de	  la	  forma	  fosforilada	  (activada)	  de	  p44-­‐42	  -­‐también	  
llamada	   ERK-­‐	   con	   respecto	   a	   la	   forma	   no	   fosforilada.	   Se	   pre-­‐trataron	   las	   células	  
Caco-­‐2	   con	   GW3965	   y	   posteriormente	   se	   estimularon	   con	   IL-­‐1β	   durante	   10	  
minutos.	  	  La	  activación	  de	  p44-­‐42	  tras	  la	  estimulación	  con	  IL-­‐1β,	  medida	  como	  su	  
fracción	   fosforilada	  entre	   la	  no	   fosforilada,	   fue	  menor	  en	   las	   células	   tratadas	  con	  





Figura	  38:	  Estudio	  de	   la	  vía	  de	  MAP	  quinasas	  tras	  pretratamiento	  con	  GW3965	  en	  células	  Caco-­‐2	  
estimuladas	  con	  IL-­‐1β.	  (a)	  Imagen	  representativa	  de	  Western	  blot	  para	  las	  MAP	  quinasas	  P44-­‐42	  en	  
su	  forma	  fosforilada	  (1:1000)	  y	  no	  fosforilada	  (1:1000)	  en	  células	  Caco-­‐2	  pre-­‐incubadas	  (18	  horas)	  
con	   vehículo	   (DMSO)	   o	   con	   GW3965	   (2µM)	   y	   posteriormente	   estimuladas	   con	   IL-­‐1β	   (25ng/mL)	  
durante	   10	  minutos	   (n=11).	   (b)	   Valores	   densitométricos	   de	   los	  western	   blot	   correspondientes	   al	  
cociente	  entre	  la	  forma	  fosforilada	  y	  la	  no	  fosforilada	  de	  P44-­‐42.	  Se	  ha	  utilizado	  la	  prueba	  de	  Tukey	  
como	  método	  de	  comparación.	  	  
	  











7.6 Papel	  mediador	  de	  ABCA1	  sobre	  el	  efecto	  anti-­‐inflamatorio	  de	  GW3965	  
y	  sobre	  la	  vía	  AKT	  relacionada	  con	  la	  degeneración	  neoplásica.	  
7.6.1 Efecto	   del	   bloqueo	   farmacológico	   de	   ABCA1	   con	   glibenclamida	   sobre	   el	  
efecto	  anti-­‐inflamatorio	  de	  GW3965	  
La	   molécula	  ABCA1,	   diana	   de	   LXR,	   ha	   sido	   relacionada	   con	   una	   actividad	  
anti-­‐inflamatoria	  en	  estudios	  en	  macrófagos;	  además	  es	  una	  molécula	  presente	  y	  
con	  gran	   importancia	  en	  el	  epitelio	   intestinal	  ya	  que	  regula	  el	  nivel	  de	  colesterol	  
intracelular	   de	   los	   enterocitos.	   Con	   objetivo	   de	   valorar	   su	   importancia	   como	  
molécula	  efectora	  de	  la	  acción	  anti-­‐inflamatoria	  de	  LXR	  utilizamos	  un	  antagonista	  
farmacológico	   de	   ABCA1,	   la	   glibenclamida	   (202).	   La	   administración	   de	  
glibenclamida	  durante	  6	  horas	  contrarrestó	  la	  disminución	  de	  la	  activación	  de	  las	  
MAP	  quinasas	  p44-­‐42	  condicionada	  por	  GW3965	  en	  células	  Caco-­‐2	  estimuladas	  
con	   IL-­‐1β durante	  10	  minutos,	  medido	  por	  western	  blot	   del	   extracto	  proteico.	   Se	  
muestra	  el	  resultado	  en	  la	  Figura	  39.	  	  
	  	  
Figura	  39:	  Efecto	  del	  bloqueo	  de	  ABCA1	  con	  glibenclamida	  sobre	  la	  vía	  de	  las	  MAP	  quinasas	  en	  
células	   Caco-­‐2	   pre-­‐tratadas	   con	   GW3965	   y	   estimuladas	   con	   IL-­‐1β.	   (a)	  Western	   blot	   para	   las	  
MAP	   quinasas	   P44-­‐42	   en	   su	   forma	   fosforilada	   (1:1000)	   y	   no	   fosforilada	   (1:1000)	   en	   células	  
Caco-­‐2	  pre-­‐incubadas	  (18	  horas)	  con	  vehículo	  (DMSO)	  o	  con	  GW3965	  (2µM),	  glibenclamida	  0,5	  
mM	  durante	  6	  horas	  y	  posteriormente	  estimuladas	  con	   IL-­‐1β	  (25ng/mL)	  durante	  10	  minutos	  
(n=8).	   (b)	   Valores	   densitométricos	   de	   los	  western	   blot	   correspondientes	   al	   cociente	   entre	   la	  
forma	  fosfolirada	  y	  la	  no	  fosforilada	  de	  p44-­‐42.	  La	  significación	  entre	  condiciones	  se	  realizó	  con	  
la	  prueba	  de	  t	  de	  student.	  
	  











7.6.2 Efecto	   del	   bloqueo	   farmacológico	   de	   ABCA1	   con	   glibenclamida	   sobre	   el	  
efecto	  anti-­‐proliferativo	  de	  GW3965	  
Para	   confirmar	   la	   importancia	   de	   ABCA1	   también	   en	   la	   degeneración	  
neoplásica	  decidimos	  estudiar	  la	  ruta	  de	  AKT	  en	  presencia	  de	  un	  agonista	  de	  LXR	  y	  
de	   un	   inhibidor	   farmacológico	   de	   ABCA1,	   ya	   que	   se	   ha	   demostrado	   que	   la	  
activación	   de	   LXR	   disminuye	   la	   ruta	   de	   AKT	   (161).	   La	   administración	   de	  
glibenclamida	   contrarrestó	   la	   disminución	   de	   la	   activación	   de	   vía	   de	   AKT	   por	  









Figura	  40:	  Efecto	  del	  bloqueo	  de	  ABCA1	  con	  glibenclamida	  sobre	  la	  vía	  de	  AKT	  en	  células	  Caco-­‐
2	  pre-­‐tratadas	   con	  GW3965	  y	  estimuladas	   con	   IL-­‐1β.	   (a)	  Western	  blot	  para	  AKT	  en	   su	   forma	  
fosforilada	  (1:1000)	  y	  no	  fosforilada	  (1:1000)	  en	  células	  Caco-­‐2	  pre-­‐incubadas	  (18	  horas)	  con	  
vehículo	   (DMSO)	   o	   con	   GW3965	   (2µM),	   glibenclamida	   0,5	   mM	   durante	   6	   horas	   y	  
posteriormente	   estimuladas	   con	   IL-­‐1β	   (25ng/mL)	   durante	   10	   minutos	   (n=6).	   (b)	   Valores	  
densitométricos	  de	  los	  western	  blot	  correspondientes	  al	  cociente	  entre	  la	  forma	  fosfolirada	  y	  la	  
no	  fosforilada	  de	  AKT.	  La	  significación	  entre	  condiciones	  se	  realizó	  con	  la	  prueba	  t	  de	  student.	  
	  
	  







































Pertinencia	  de	  la	  realización	  de	  la	  presente	  tesis	  
El	   conocimiento	   de	   la	   patogenia	   de	   la	   EII	   es	   incompleto,	   y	   actualmente	   se	  
considera	   que	   la	   inflamación	   intestinal	   ocurre	   en	   individuos	   genéticamente	  
predispuestos	  y	  está	  marcadamente	   influida	  por	   la	  composición	  de	   la	  microbiota	  
intestinal,	  estando	  ambos	  aspectos	  en	  creciente	  estudio.	  Sin	  embargo,	  ni	  el	  genoma	  
o	  ni	  el	  microbioma	  por	  sí	  solos,	  ni	  en	  conjunto,	  parecen	  condicionar	  la	  aparición	  y	  
la	   persistencia	   de	   la	   enfermedad.	   En	   cambio,	   esta	   parece	   ser	   el	   resultado	   de	   la	  
interacción	  de	  múltiples	  factores	  –	  cuya	  caracterización	  está	  en	  progreso	  –	  que	  dan	  
lugar	  a	  una	  inflamación	  epitelial	  sostenida	  en	  el	  tiempo,	  debida	  a	  la	  activación	  de	  la	  
respuesta	   inmune	   innata	   y	   la	   adaptativa,	   sobre	   todo	   por	   el	   desequilibrio	   de	   la	  
respuesta	   pro-­‐inflamatoria	   de	   las	   células	   Th1,	   Th2	   y	   Th17	   y	   la	   respuesta	   anti-­‐
inflamatoria	  de	  las	  células	  T	  reguladoras	  (203).	  Sin	  duda,	  el	  conocimiento	  preciso	  
de	   los	   mecanismos	   asociados	   con	   el	   origen	   y	   el	   mantenimiento	   de	   la	   respuesta	  
inflamatoria	   inapropiada	   es	   crítico	   para	   una	   mejor	   comprensión	   de	   la	   EII	   y	  
especialmente,	  para	  el	  diagnóstico	  y	  tratamiento	  de	   la	  misma.	  Por	  ello,	  el	  estudio	  
de	   los	   receptores	   nucleares,	   implicados	   en	   la	  modulación	   de	   la	   transcripción	   de	  
múltiples	  genes,	  puede	  ayudar	  a	  aportar	  luz	  sobre	  la	  etiopatogenia	  de	  la	  EII.	  Para	  
ello,	   un	   abordaje	   que	   combine	   el	   estudio	   en	   muestras	   de	   origen	   humano	  
combinado	  con	  el	  estudio	  en	  el	  modelo	  animal	  de	  ileocolitis	  crónica	  genética	  como	  
el	   de	   los	   ratones	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   así	   como	   los	   cultivos	   de	   células	   epiteliales	   de	   intestino	  
utilizado	  en	  esta	  tesis,	  es	  muy	  apropiado.	  	  
El	  diagnóstico	  de	  la	  EC	  y	  de	  la	  CU	  se	  basa	  en	  los	  criterios	  de	  Lennard-­‐Jones,	  
publicados	   en	   1989	   (41).	   Desde	   ese	   momento	   se	   ha	   avanzado	   mucho	   en	   el	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conocimiento	  de	   la	  enfermedad,	  pero	  sigue	  habiendo	  dificultades	  para	  establecer	  
el	  diagnóstico	  certero.	  No	  existen	  características	  patognomónicas	  radiológicas,	  ni	  
clínicas	  ni	  histológicas	  de	  la	  EII	  ni	  de	  cada	  uno	  de	  sus	  subtipos.	  En	  este	  sentido,	  el	  
estudio	   de	   moléculas	   relacionadas	   con	   la	   inflamación	   subyacente	   y	   que	  
potencialmente	   permitiesen	   establecer	   un	   diagnóstico	   en	   una	   misma	   biopsia	  
endoscópica	  de	  colon	  sería	  de	  gran	  interés.	  LXR	  se	  postula	  como	  una	  opción	  válida	  
dado	   que	   su	   expresión	   puede	   cuantificarse	   en	   una	   biopsia	   endoscópica,	   y	   que	  
además	  pudiera	  ser	  diferente	  en	  los	  sujetos	  sanos	  y	  en	  los	  pacientes	  con	  EII,	  si	  bien	  
hasta	  el	  momento	  no	  ha	  mostrado	  especificidad.	  Una	  línea	  futura	  de	  investigación	  
será	  el	  análisis	  de	  la	  expresión	  de	  LXR	  en	  otras	  enfermedades	  inflamatorias	  como	  
la	  diverticulitis	  aguda	  o	  la	  colitis	  infecciosa.	  
Por	  otra	  parte,	  y	  a	  pesar	  del	  creciente	  número	  de	  pacientes	  diagnosticados	  
de	  EII	  y	   la	   investigación	  clínica	   llevada	  a	  cabo	  en	  numerosas	  unidades,	  no	  se	  han	  
identificado	  marcadores	  moleculares	  que	  ayuden	  a	  predecir	  de	  manera	  certera	  la	  
evolución	   de	   los	   pacientes.	   De	   hecho,	   es	   evidente	   la	   existencia	   de	   una	   marcada	  
incertidumbre	  tanto	  a	  corto	  como	  a	  medio	  plazo.	  El	  epitelio,	  sin	  duda	  con	  un	  papel	  
crucial,	   representa	  posiblemente	  el	  punto	  de	  partida	  de	   la	  actividad	   inflamatoria.	  
Por	   ello,	   la	   medición	   de	   una	   molécula	   con	   implicación	   en	   la	   biología	   de	   la	  
enfermedad	   podría	   tener	   un	   valor	   predictivo	   acerca	   de	   la	   evolución	   futura	   en	  
términos	   de	   extensión	   y	   gravedad	   de	   la	   inflamación,	   respuesta	   a	   tratamientos	   y	  
aparición	   de	   complicaciones.	   Un	   biomarcador	   con	   estas	   características	   sería	  
obviamente	  útil	  a	  nivel	  de	  los	  segmentos	  endoscópicamente	  inflamados,	  pero	  quizá	  
también	  en	  los	  segmentos	  de	  colon	  no	  inflamados	  o	  indemnes,	  donde	  la	  actividad	  
inflamatoria	  puede	  estar	  ausente	  o	  ser	  de	  muy	  bajo	  grado	  desde	  el	  punto	  de	  vista	  
endoscópico	   e	   incluso	   histológico.	   En	   este	   sentido	   es	   posible	   que	   la	   información	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más	   relevante	   pueda	   estar	   a	   nivel	  molecular,	   siendo	   este	   tipo	   de	   biomarcadores	  
candidatos	  apropiados	  para	  su	  detección.	  A	  modo	  de	  ejemplo,	  existen	  estudios	  que	  
han	  sugerido	  que	  la	  activación	  de	  iNOS	  en	  el	  segmento	  indemne	  puede	  predecir	  la	  
progresión	  proximal	  de	  la	  CU	  en	  los	  siguientes	  dos	  años	  (47).	  	  
Además,	  el	  establecimiento	  de	  objetivos	  terapéuticos	  más	  allá	  de	  la	  mejoría	  
clínica	   del	   paciente	   está	   cobrando	   cada	   vez	   más	   importancia.	   La	   estrategia	   de	  
“tratamiento	   hacia	   el	   objetivo”	   (“treat	   to	   target”	   en	   inglés)	   busca	   proponer	   un	  
objetivo	   concreto	   y	  medible	  de	   la	   enfermedad	   -­‐la	   curación	  mucosa	  o	   la	   curación	  
histológica-­‐	  para	  prevenir	  complicaciones	  a	  largo	  plazo	  (204).	  En	  este	  sentido	  sería	  
interesante	   disponer	   de	   una	   molécula	   relacionada	   con	   la	   inflamación	   que	  
representase	   a	   nivel	  molecular	   la	   activación	   de	   las	   vías	   inflamatorias	   epiteliales.	  
Una	   línea	   de	   investigación	   futura	   podría	   ser	   comprobar	   tanto	   en	   la	   mucosa	  
inflamada	   como	   en	   la	   indemne	   si	   la	   curación	   bioquímica,	   es	   decir	   la	  
normalización	  el	  grado	  de	  positividad	  de	  LXR	  en	  la	  tinción	  IHQ,	  se	  relaciona	  con	  la	  
intensidad	  o	  la	  extensión	  de	  la	  enfermedad.	  	  
Otro	  aspecto	  de	  gran	  importancia	  en	  los	  pacientes	  con	  EII	  con	  afectación	  de	  
colon	   es	   la	   posibilidad	   de	   degeneración	  maligna.	   LXR	   puede	   tener	   una	   actividad	  
anti-­‐proliferativa	  (205)	  y	  su	  estudio	  puede	  ser	  interesante	  para	  estimar	  el	  riesgo	  
de	   degeneración	   maligna,	   y	   así	   poder	   plantear	   estrategias	   diferentes	   en	   el	  
manejo	   de	   los	   pacientes.	   Un	   ejemplo	   puede	   ser	   acortar	   los	   intervalos	   entre	   las	  
colonoscopias	   de	   seguimiento,	   o	   terapéuticas	   como	   la	   intensificación	   de	  
tratamiento	  o	   incluso	   la	   indicación	  de	   cirugía.	  Así	  mismo,	   el	   conocimiento	  de	   los	  
mecanismos	   implicados	   en	   la	   degeneración	   maligna,	   como	   por	   ejemplo	   la	  
contribución	  de	  la	  vía	  AKT	  de	  apoptosis,	  y	  el	  reconocimiento	  del	  gen	  o	  genes	  diana	  
relacionados	  con	  dicha	  actividad,	  pueden	  facilitar	  el	  desarrollo	  de	  nuevos	  estudios	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en	  el	  futuro.	  En	  este	  sentido	  es	  importante	  destacar	  que	  la	  distribución	  de	  LXR	  en	  
el	  núcleo	  o	  en	  el	  citoplasma	  tiene	  relevancia	  a	  la	  hora	  de	  predecir	  la	  actividad	  anti-­‐
proliferativa	  (206)	  por	  lo	  que	  evaluar	  la	  localización	  intracelular	  de	  LXR	  	  puede	  
añadir	  valor	  a	  los	  estudios.	  
Por	  otro	  lado,	  no	  se	  ha	  estudiado	  la	  expresión	  de	  LXR	  y	  sus	  genes	  diana	  en	  
el	  colon	  del	  modelo	  animal	  de	  ratones	   IL-­‐10-­‐/-­‐.	  Además,	  se	  desconoce	  si	  ambas	  
isoformas	  de	  LXR	  tienen	  presencia	  en	  el	  colon	  inflamado	  de	  los	  ratones	  IL-­‐10-­‐/-­‐,	  y	  
si	  su	  distribución	  es	  fundamentalmente	  epitelial.	  	  
	  
Además	   de	   lo	   expuesto	   anteriormente,	   existen	   importantes	   lagunas	   en	   el	  
tratamiento	  médico	  de	  la	  EII,	  que	  está	  centrado	  en	  bloquear	  diferentes	  moléculas	  
efectoras	   en	   las	   vías	   de	   la	   inflamación.	   El	   bloqueo	   de	   TNFα	   ha	   constituido	   una	  
revolución	  en	  el	  tratamiento	  de	  estos	  pacientes,	  evitando	  cirugías	  y	  mejorando	  su	  
calidad	  de	  vida	  (48).	  El	  bloqueo	  de	  la	  subunidad	  p40	  de	  las	  IL-­‐12	  e	  IL-­‐23,	  y	  de	  la	  
integrina	   α4β7	   intestinal	   son	   los	   mecanismos	   de	   acción	   de	   nuevas	   moléculas	  
aceptadas	   para	   el	   tratamiento	   de	   la	   EII	   que	   también	   han	   obtenido	   resultados	  
satisfactorios	  y	  son	  parte	  del	  arsenal	  terapéutico	  disponible	  en	  estos	  pacientes.	  Sin	  
embargo,	  las	  estrategias	  para	  disminuir	  la	  inmunogenicidad	  y	  los	  ajustes	  de	  dosis	  
no	   evitan	   que	   haya	   una	   pérdida	   de	   respuesta	   considerable,	   que	   puede	   alcanzar	  
incluso	   el	   12%	   anual	   en	   un	   estudio	   con	   infliximab	   en	   EC	   (207).	   Además,	   un	   50-­‐
80%	   de	   los	   pacientes	   con	   enfermedad	   de	   Crohn	   (208),	   y	   un	   30%	   con	   colitis	  
ulcerosa	  requerirán	  una	  cirugía	  de	  resección	  intestinal	  a	  lo	  largo	  de	  su	  vida	  (209).	  
Por	   ello,	   la	   búsqueda	   de	   nuevas	   dianas	   terapéuticas	   en	   los	   pacientes	   con	   EII	   es	  
considerada	  prioritaria.	  La	  vía	  de	  LXR/ABCA1	  en	  el	  epitelio	  podría	  constituir	  una	  
diana	  anti-­‐inflamatoria	  con	  potencial	  uso	  en	  la	  EII,	  teniendo	  en	  cuenta	  el	  efecto	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anti-­‐inflamatorio	  observado	  en	  CEI,	  que	  previamente	  había	  sido	  evidenciado	  en	  el	  
macrófago.	   Además,	   la	   existencia	   de	   agonistas	   que	   actúen	   sobre	   el	   epitelio	  
intestinal	  sin	  tener	  actividad	  sistémica	  puede	  permitir	  dirigir	  el	  efecto	  del	  agonista	  
sobre	   la	   célula	   y	   el	   tejido	   diana,	   con	   la	   posibilidad	   de	  minimizar	   los	   potenciales	  
efectos	  adversos	  de	  la	  administración	  sistémica.	  	  
En	   este	   contexto	   el	   conocimiento	   del	  mecanismo	   de	   este	   potencial	   efecto	  
anti-­‐inflamatorio	   de	   LXR	   en	   el	   colon	   es	   esencial.	   Algunos	   estudios	   sugieren	   que	  
ABCA1	   puede	   ser	   la	   molécula	   diana	   de	   LXR	   responsable	   del	   efecto	   anti-­‐
inflamatorio	   (178),	   si	   bien	   esto	   se	   ha	   demostrado	   en	   el	   macrófago	   y	   no	   en	   el	  
epitelio	  intestinal.	  Además,	  identificar	  la	  molécula	  efectora	  responsable	  del	  efecto	  
anti-­‐inflamatorio	   de	   LXR	   puede	   dirigir	   estudios	   futuros	   hacia	   una	   terapia	   más	  
efectiva	  o	  más	  selectiva.	  	  
	  
A	   pesar	   de	   lo	   anteriormente	   comentado,	   el	   receptor	   LXR	   ha	   sido	   poco	  
estudiado	   en	   el	   contexto	   de	   la	   EII,	   principalmente	   en	   modelos	   químicos	   de	   la	  
enfermedad	   -­‐la	   administración	   de	   DSS	   oral	   y	   de	   TNBS	   rectal-­‐,	   y	   también	   en	   el	  
modelo	  “inflamatorio	  sistémico”	  de	  LPS	  intraperitoneal,	  y	  se	  pudo	  observar	  que	  los	  
ratones	  deficientes	   en	  LXR	   tenían	  peor	   evolución,	   y	   que	   la	   administración	  de	  un	  
agonista	   a	   los	   ratones	   salvajes	   condicionó	   una	   menor	   pérdida	   de	   peso	   y	   una	  
disminución	   de	   las	   moléculas	   inflamatorias	   en	   el	   colon	   (171,	   172).	   En	   células	  
epiteliales	   en	   cultivo	   también	   se	   observaron	   resultados	   positivos,	   ya	   que	   la	  
administración	  del	  agonista	  de	  LXR	  disminuyó	  la	  expresión	  génica	  de	  marcadores	  
inflamatorios	  tras	  la	  incubación	  con	  TNFα	  y	  LPS.	  Sin	  embargo,	  no	  existen	  estudios	  
relacionados	  con	  LXR	  en	  modelos	  crónicos	  de	  enterocolitis	  como	  es	  el	  caso	  de	  los	  
ratones	  IL-­‐10-­‐/-­‐,	  posiblemente	  el	  más	  representativo	  de	  la	  enfermedad	  humana.	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Finalmente,	   el	   efecto	   beneficioso	   de	   LXR	   en	   otros	   sistemas	   más	   allá	   de	   la	  
inmunidad	   es	   bien	   conocido.	   LXR	   está	   implicado	   en	   el	   transporte	   reverso	   de	  
colesterol	  en	  los	  macrófagos	  y	  en	  el	  epitelio	  del	  intestino	  delgado,	  protege	  contra	  la	  
obesidad	  inducida	  por	  la	  dieta,	  aumenta	  la	  sensibilidad	  a	  la	  insulina	  y	  desciende	  los	  
niveles	  de	  glucosa	  y	  mantiene	  varias	  funciones	  neuronales	  (128).	  Sin	  embargo,	  se	  
ha	   visto	   que	   la	   activación	   de	   LXR	   provoca	   acciones	   lipogénicas,	   secreción	   de	  
partículas	  de	  VLDL	  ricas	  en	  triglicéridos	  y	  la	  aparición	  de	  hígado	  graso	  en	  el	  ratón,	  
hecho	   que	   parece	  mediado	   por	   SREBP-­‐1c	   y	   FAS	   (210).	   No	   obstante,	   este	   efecto	  
adverso	   pudiera	   evitarse	   por	   medio	   del	   uso	   de	   un	   agonista	   intestino-­‐específico	  
(GW6340)	   (141)	   o	   usando	   el	   agonista	  DMHCA,	   que	   activa	   LXR	   sin	   aumentar	   los	  
triglicéridos	  en	  el	  hígado	  (211).	  
	  
	  
LXR	  se	  expresa	  de	  manera	  diferente	  en	  el	  colon	  de	  los	  pacientes	  con	  y	  sin	  
enfermedad	  inflamatoria	  intestinal.	  
La	  presente	  tesis	  describe	  una	  menor	  expresión	  de	  LXR	  en	  la	  mucosa	  de	  los	  
pacientes	   con	   EII	   en	   comparación	   con	   los	   pacientes	   control.	   Así	   mismo,	   su	  
expresión	  epitelial	  en	  la	  mucosa	  endoscópicamente	  inflamada	  de	  los	  pacientes	  con	  
EII	   es	   menor	   comparado	   con	   los	   segmentos	   indemnes.	   La	   cuantificación	   de	   los	  
núcleos	   positivos	   para	   LXRαβ	   se	   correlacionó	   de	   manera	   significativa	   con	  
variables	   clínicas	   e	   histológicas	   relevantes.	   En	   el	   segmento	   inflamado	   se	  
correlacionó	  negativamente	  con	  el	  índice	  histológico	  de	  inflamación	  y	  con	  la	  edad,	  
mientras	  que	  en	  el	  segmento	  indemne	  presentó	  correlación	  negativa	  con	  el	  índice	  
de	  Mayo	  parcial	  y	  con	  el	   total.	  Estos	  hallazgos	  profundizan	  en	   la	  relación	  de	  LXR	  
con	  la	  inflamación	  de	  colon,	  y	  indican	  que	  LXR	  podría	  ser	  una	  pieza	  importante	  en	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la	  regulación	  de	  la	  inflamación	  en	  los	  pacientes	  con	  EII.	  El	  desequilibrio	  de	  esta	  vía,	  
manifestado	   como	   pérdida	   de	   expresión	   o	   de	   función	   podría	   condicionar	   la	  
aparición,	  la	  persistencia	  o	  el	  empeoramiento	  de	  la	  enfermedad.	  No	  se	  ha	  medido	  
la	  expresión	  de	  LXR	  en	  las	  colonoscopias	  subsiguientes,	  si	  bien	  es	  posible	  que	  los	  
cambios	   en	   la	   cuantificación	   de	   LXR	   a	   lo	   largo	   del	   tiempo	   aporten	   aun	   más	  
información	  sobre	  el	  valor	  de	  este	  receptor.	  	  
Además,	   podría	   existir	   una	   aplicación	   práctica	   del	   contaje	   de	   LXR	   en	   el	  
epitelio	  del	  colon	  de	  los	  pacientes,	  más	  allá	  de	  arrojar	  luz	  sobre	  la	  patogenia	  de	  la	  
EII,	  pudiendo	  ser	  informativo	  a	  la	  hora	  de	  predecir	   la	  evolución	  de	  los	  pacientes.	  
Se	  postula	  por	  ejemplo	  que	  el	  contaje	  en	  el	  segmento	  inflamado	  se	  relacione	  con	  el	  
empeoramiento	  clínico,	  mientras	  que	  en	  el	  segmento	  indemne	  podría	  predecir	  por	  
ejemplo	  la	  progresión	  proximal	  en	  el	  colon.	  Estas	  cuestiones,	  sin	  duda	  de	  interés,	  
no	  han	  podido	  ser	  valoradas	  de	  manera	  certera	  en	  esta	  tesis	  porque	  las	  variables	  
clínicas	   y	   endoscópicas	   de	   seguimiento	   de	   los	   pacientes	   estaban	   poco	  
representadas.	  Cabe	  destacar	  así	  mismo	  que	  los	  pacientes	  incluidos	  estaban	  en	  su	  
mayoría	  en	  una	  situación	  clínica	  bien	  controlada,	  con	   índices	  de	  actividad	  clínica	  
bajos	   y	   sin	   corticoterapia	   sistémica,	   y	   la	   representación	   de	   EC	   de	   colon	   o	   CI	   era	  
menor.	  Puede	  que	  el	  comportamiento	  en	  estas	  subpoblaciones	  sea	  diferente.	  	  	  
La	   inflamación	   histológica	   es	   un	   parámetro	   especialmente	   importante	   en	  
los	  pacientes	  con	  EII	  con	  afectación	  de	  colon,	  debido	  a	  su	  conocida	  relación	  con	  el	  
pronóstico	  de	  los	  mismos.	  Se	  ha	  estudiado	  más	  en	  los	  pacientes	  con	  CU	  dentro	  del	  
contexto	   de	   la	   estrategia	   “treat	   to	   target”,	   y	   se	   ha	   relacionado	   con	   el	   riesgo	   de	  
padecer	   un	   CCR	   (212).	   Así	   mismo	   la	   ausencia	   de	   dicha	   inflamación	   histológica	  
disminuye	   el	   riesgo	   de	   recurrencia	   clínica,	   necesidad	   de	   corticoides	   y	   de	  
hospitalización	   (213,	   214).	   Nuestro	   estudio	   confirma,	   como	   otros	   habían	   hecho	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previamente	   (215),	   que	   la	   mucosa	   aparentemente	   no	   inflamada	   presenta	  
inflamación	   histológica.	  Por	  ello	  cobra	   importancia	  así	  mismo	  el	  estudio	  de	   los	  
segmentos	  indemnes	  endoscópicamente,	  que	  además	  expresan	  menos	  LXR	  y	  esto	  
se	  relaciona	  de	  manera	  inversa	  con	  el	  índice	  de	  Mayo.	  	  
Un	   aspecto	   que	   aporta	   solidez	   a	   esta	   tesis	   es	   que	   los	   resultados	   de	   la	  
expresión	  de	  LXR	  se	  reproducen	  en	  el	  análisis	  de	  colon	  del	  humano,	  del	  ratón	  y	  en	  
CEI	  en	  cultivo,	  y	  son	  congruentes	  con	  lo	  descrito	  en	  la	  literatura.	  Los	  estudios	  hasta	  
ahora	  publicados	  de	  presencia	   de	   LXR	   en	   el	   colon	   humano	   son	   escasos.	   Se	   ha	  
demostrado	   que	   la	   expresión	   génica	   de	   LXR	   α	   y	   β	   medida	   por	   qPCR	   está	  
disminuida	   en	   el	   colon	   inflamado	   de	   pacientes	   con	   EC	   y	   CU	   con	   respecto	   a	  
pacientes	   control	   (171,	   216).	   	   El	   contaje	   nuclear	   por	   IHQ	   llevado	   a	   cabo	   en	   esta	  
tesis	   no	   se	   había	   utilizado	   para	   valorar	   LXR	   en	   contexto	   de	   inflamación,	   si	   bien	  
Courtaut	   et	   al	   lo	   utilizaron	   para	   el	   estudio	   de	   la	   degeneración	   neoplásica.	  
Observaron	   en	  muestras	  humanas	  de	   cáncer	  de	   colon	  que	   el	   número	  de	  núcleos	  
positivos	   para	   LXRβ	   era	   menor	   comparado	   con	   muestras	   de	   mucosa	   normal	  
adyacente	   al	   tumor,	   si	   bien	   no	   describen	   si	   se	   contabiliza	   el	   epitelio	   o	   incluyen	  
también	   las	   células	   subepiteliales	   (206).	   Nuestro	   estudio	   confirma	   la	   menor	  
positividad	   para	   LXR	   en	   pacientes	   con	   EII,	   y	   la	   centra	   en	   el	   epitelio	   y	  
concretamente	  en	  el	  núcleo	  celular.	  En	  relación	  con	  esto	  último,	  se	  ha	  demostrado	  
que	  la	  localización	  intracelular	  es	  de	  especial	  relevancia	  ya	  que	  cuando	  LXR	  está	  
dentro	   del	   núcleo	   está	   ejerciendo	   su	   función	   (199),	   aumenta	   su	   actividad	  
transcripcional	  (217),	  y	  puede	  ser	  determinante	  en	  el	  efecto	  de	  un	  agonista	  de	  LXR	  
(206),	   por	   lo	   que	   la	   detección	   de	   LXR	   a	   este	   nivel	   por	   IHQ	   es	   especialmente	  
pertinente.	   Así,	   en	   nuestro	   estudio	   la	   valoración	   a	   gran	   aumento	   permitió	  
identificar	  que	  en	  el	  segmento	  indemne	  la	  tinción	  de	  LXR	  es	  nuclear	  y	  el	  citoplasma	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presenta	   un	   nivel	   de	   tinción	   bajo,	   mientras	   que	   en	   el	   segmento	   inflamado	   la	  
ausencia	   de	   tinción	   nuclear	   habitualmente	   va	   acompañada	   de	   un	   aumento	   de	   la	  
tinción	  citoplasmática.	  LXR	  está	  considerado	  un	  receptor	  nuclear	   tipo	  2,	  que	   tras	  
sintetizarse	   pasa	   al	   núcleo	   y	   permanece	   unido	   a	   RXR,	   al	   co-­‐represor	   y	   a	   las	  
secuencias	  de	  ADN	  que	  regulan	  sus	  genes	  diana,	  y	  permanece	  en	  el	  núcleo	  esté	  o	  
no	   unido	   a	   su	   agonista	   (199).	   Los	   hallazgos	   de	   esta	   tesis	   sugieren	   que	   existe	   un	  
tráfico	   de	  LXR	  al	   citoplasma,	   hallazgo	  que	  había	   sido	  descrito	  previamente	  para	  
otros	   receptores	   nucleares	   (218,	   219).	   No	   obstante,	   es	   posible	   que	   exista	   una	  
permanencia	  selectiva	  de	  LXRα	  y	  LXRβ	  en	  el	  núcleo,	  y	  esto	  permita	  la	  activación	  
de	   las	   vías	   dependientes	   de	   una	   u	   otra	   isoforma.	   De	   hecho,	   en	   estudios	   de	  
permeabilidad	   en	   cultivos	   de	   células	   renales	   embrionarias	   Prufer	   et	   al	  
demostraron	   que	   la	   localización	   citoplasmática	   puede	   ocurrir	   cuando	   LXRα	   está	  
unido	  a	  un	   ligando	  y	  cuando	  LXRβ	  no	  se	  encuentra	  unido	  a	  un	   ligando,	  mientras	  
que	   los	   encontramos	   en	   el	   núcleo	   cuando	   LXRα	   no	   está	   unido	   a	   un	   ligando	   y	  
cuando	  LXRβ	  sí	  lo	  está	  (199).	  En	  esta	  tesis	  se	  ha	  valorado	  esta	  cuestión	  en	  el	  ratón	  
y	  es	  la	  isoforma	  β	  la	  que	  tiene	  menos	  presencia	  nuclear	  en	  el	  epitelio	  del	  ratón	  IL-­‐
10-­‐/-­‐,	  mientras	  que	  la	  isoforma	  α	  no	  parece	  participar	  en	  este	  tráfico.	  
Esta	  ausencia	  de	   localización	  nuclear	  y	   la	   subsiguiente	   falta	  de	   función	  de	  
LXR	  puede	  tener	  implicaciones	  en	  la	  patogenia	  de	  la	  EII.	  En	  esta	  dirección	  también	  
apunta	  el	  hecho	  de	  que	  la	  expresión	  de	  LXR	  en	  el	  colon	  sea	  diferente	  en	  pacientes	  
con	   EII	   y	   controles,	   y	   también	   entre	   los	   segmentos	   inflamados	   y	   los	   indemnes,	  
pudiendo	   constituir	   LXR	   uno	   de	   los	   elementos	   clave	   que	   subyace	   al	   inicio	   de	   la	  
inflamación.	  En	  este	  sentido,	   la	  disminución	  de	  la	  expresión	  de	  LXR	  en	  el	  epitelio	  
intestinal	  –demostrada	  en	  esta	   tesis	  en	   las	  biopsias	  de	  colon–	  puede	  condicionar	  
una	  reducción	  de	  su	  actividad	  transcripcional	  y	  por	  tanto	  generar	  un	  desequilibrio	  
133	  
	  
que	   favorezca	   las	  vías	  pro-­‐inflamatorias.	  Además,	   se	  ha	  demostrado	  que	  hay	  una	  
menor	   expresión	   de	   FAS	   y	   SERBP1,	   ambos	   genes	   diana	   de	   LXR,	   en	   biopsias	   de	  
colon	  de	  pacientes	  con	  EII	  (216),	  y	  que	  esto	  podría	  condicionar	  una	  disminución	  de	  
fosfatidil-­‐colina	   en	   el	   moco	   rectal	   de	   pacientes	   con	   colitis	   ulcerosa	   (220)	   y	   una	  
alteración	   de	   la	   función	   de	   barrera	   intestinal	   (221).	   En	   el	   inicio	   de	   este	   proceso	  
puede	   estar	   la	  microbiota,	   así	   como	   la	   predisposición	   genética	   ya	   comentada	  
previamente.	  La	  flora	  bacteriana	  del	  colon	  sano	  produce	  ácidos	  grasos	  de	  cadena	  
corta	   (SCFA)	   como	   butirato,	   propionato	   y	   acetato	   durante	   el	   proceso	   de	  
fermentación	   de	   carbohidratos,	   los	   cuales	   son	   fundamentales	   en	   el	   control	   de	   la	  
homeostasis	   de	   la	   célula	   epitelial	   intestinal,	   participando	   en	   el	   control	   de	   los	  
procesos	  de	  proliferación	  celular,	  inflamación	  y	  carcinogénesis	  (222).	  En	  concreto,	  
el	  butirato	  ejerce	  su	  actividad	  anti-­‐inflamatoria	  a	  través	  de	   la	   inhibición	  de	   la	  vía	  
de	  NF-­‐κB	  (223),	  y	  ha	  demostrado	  efecto	  beneficioso	  en	  modelos	  animales	  de	  colitis	  
(224)	   y	   en	   pacientes	   con	   CU	   (225).	   Los	   SCFA	   aumentan	   la	   actividad	   de	   la	   AMP-­‐
protein	  quinasa	  activada	  y	  la	  del	  coactivador	  1α	  de	  PPAR-­‐γ	  (226),	  el	  cual	  controla	  
la	   transcripción	   de	   LXR	   entre	   otros	   receptores	   nucleares	   (227).	   Por	   ello,	   en	  
situaciones	  patológicas	  con	  una	  marcada	  alteración	  de	  la	  microbiota	  comensal	  y	  la	  
disminución	   de	   la	   producción	   de	   SCFA	   puede	   propiciar	   una	   reducción	   en	   los	  
niveles	  de	  expresión	  de	  LXR	  y	   su	   función	   transcripcional	  anti-­‐inflamatoria,	   como	  
ocurre	   con	  otros	   receptores	  nucleares	   como	  PPAR-­‐γ	   y	   el	   receptor	  de	   vitamina	  D	  
(228).	   Además,	   la	   activación	   de	   TLR	   3	   y	   4	   por	   ligandos	   microbianos	   inhibe	   la	  
inducción	  de	  los	  genes	  diana	  de	  LXR	  sin	  modificar	  la	  cantidad	  de	  LXRα	  y	  β	  (167),	  lo	  
cual	   constituye	   un	   posible	  mecanismo	   sinérgico	   que	   puede	   promover	   la	   cascada	  
inflamatoria	  epitelial.	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En	  esta	   tesis	  se	  ha	  utilizado	   la	  valoración	  cuantitativa	  de	   las	   tinciones	  por	  
IHQ,	  y	  esto	  ha	  permitido	  poner	  el	  foco	  sobre	  el	  epitelio	  como	  elemento	  activo	  en	  la	  
inflamación	  de	  la	  mucosa	  del	  colon.	  De	  hecho,	  una	  de	  las	  posibles	  explicaciones	  de	  
la	   discrepancia	   existente	   entre	   los	   resultados	   del	   análisis	   IHQ	   y	   los	   obtenidos	  
mediante	  western	  blot	  –no	  se	  observa	  una	  disminución	  de	  la	  cantidad	  de	  LXRαβ	  en	  
el	  segmento	  inflamado	  con	  respecto	  al	  indemne–	  es	  que	  las	  biopsias	  endoscópicas	  
incluyen	   mucosa	   (epitelio,	   lámina	   propria	   y	   muscularis	   mucosa)	   además	   de	  
submucosa	  en	  algunas	  ocasiones,	  de	  forma	  que	  al	  obtener	  el	  extracto	  proteico	  no	  
se	   puede	   distinguir	   entre	   epitelio	   y	   el	   resto	   de	   componentes	   de	   la	   mucosa;	   de	  
hecho,	  de	  manera	  consistente	  se	  observa	  una	  alta	  positividad	  para	  las	  tinciones	  de	  
LXR	   en	   la	   lámina	   propria,	   lugar	   de	   residencia	   principal	   de	   los	   macrófagos,	  
monocitos	  y	  leucocitos.	  
	  
El	   modelo	   de	   ratones	   deficientes	   en	   interleucina	   10	   es	   apropiado	   para	  
valorar	  la	  enfermedad	  inflamatoria	  intestinal.	  	  
Indudablemente,	   la	   necesidad	   de	   constatar	   los	   hallazgos	   y	   confirmar	   las	  
especulaciones	   previamente	   comentadas	   requiere	   un	   modelo	   animal	   apropiado.	  
En	  este	  sentido,	  el	  modelo	  de	  ratones	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  utilizado	  en	  la	  presente	  tesis	  cumple	  
con	  los	  requisitos	  fenotípicos	  deseados.	  De	  hecho,	  los	  animales	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  tenían	  en	  el	  
momento	   del	   sacrificio	   un	   mayor	   grado	   de	   edema	   tisular	   comparado	   con	   los	  
ratones	  Wild-­‐type.	  Además,	  tanto	  el	  índice	  histológico	  de	  Kim	  como	  la	  presencia	  de	  
las	   moléculas	   de	   inflamación	   en	   el	   colon	   de	   los	   ratones	   IL-­‐10-­‐/-­‐,	   salvo	   CCL-­‐28,	  
estaban	  aumentados.	  Esta	  última	  quimiocina	  se	  expresa	  de	  manera	  constitutiva	  en	  
el	  humano	  en	  las	  mucosas	  de	  colon,	  traquea,	  glándula	  mamaria	  y	  salival	  e	  intestino	  
(229),	  y	  está	  aumentada	  en	  las	  biopsias	  de	  colon	  inflamado	  de	  pacientes	  con	  CU	  y	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en	  CEI	  en	  cultivo	   tras	  estimulación	  con	   IL-­‐1α	   (104).	  En	  el	   ratón	  se	  expresa	  en	  el	  
colon	  así	  como	  en	  las	  glándulas	  parótidas,	  riñón	  y	  cerebro	  (230).	  Sin	  embargo,	  no	  
hay	   datos	   en	   la	   literatura	   acerca	   de	   los	   cambios	   de	   CCL-­‐28	   en	   el	   colon	   de	   los	  
ratones	   IL-­‐10-­‐/-­‐,	   ni	   acerca	   de	   la	   regulación	   de	   la	   IL-­‐10	   sobre	   esta	   quimiocina.	  
Además,	  la	  expresión	  génica	  en	  el	  ratón	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  se	  valoró	  en	  el	  extracto	  de	  todo	  el	  
espesor	   del	   colon,	   no	   sólo	   en	   el	   epitelio,	   lo	   cual	   puede	   también	   influir	   en	   este	  
resultado.	  Por	  último,	  se	  han	  valorado	  los	  animales	  en	  las	  semana	  18-­‐20	  de	  edad,	  y	  
es	  posible	  que	  exista	  un	  aumento	  más	  tardío	  de	  la	  expresión	  de	  CL-­‐28.	  	  
Desde	  el	  punto	  de	  vista	  de	  los	  mecanismos	  de	  la	  enfermedad,	  se	  ha	  podido	  
constatar	  un	  aumento	  de	  tinción	  IHQ	  nuclear	  de	  la	  subunidad	  p65	  de	  NF-­‐κB,	  y	  una	  
disminución	   de	   E-­‐cadherina	   –tanto	   en	   su	   expresión	   génica	   como	   en	   la	   tinción	  
proteica	  con	  inmunofluorescencia	  en	  tejido–	  y	  Zo-­‐1.	  En	  esta	  línea,	  la	  IL-­‐10	  juega	  un	  
papel	  importante	  regulando	  la	  activación	  epitelial	  de	  NF-­‐κB	  inducida	  por	  bacterias	  
(231).	  De	  hecho,	  el	  desarrollo	  de	  la	  colitis	  del	  raton	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  requiere	  activación	  de	  
TLR	  por	  bacterias	  con	  posterior	  activación	  de	   la	  vía	  de	  NF-­‐κB	  (59),	  y	  requiere	   la	  
presencia	  de	  MyD88	  en	  los	  monocitos	  (61).	  	  
Los	  datos	  comentados	  corroboran	  estudios	  de	  la	  literatura	  en	  los	  cuales	  los	  
ratones	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  son	  considerados	  como	  un	  modelo	  animal	  de	  EII.	  A	  nuestro	  juicio	  
es	  un	  modelo	  más	   representativo	  de	   la	   enfermedad	  en	  humanos	   comparado	   con	  
los	  modelos	  químicos	  ya	  que	  es	  crónico,	  –y	  por	  tanto	  puede	  seguirse	  a	  lo	  largo	  del	  
tiempo	  y	  además	  permite	  la	  realización	  de	  estudios	  sobre	  la	  historia	  natural	  de	  la	  
enfermedad–,	   las	   alteraciones	   histológicas	   son	   similares	   a	   las	   observadas	   en	   el	  
humano	  y	   su	  gravedad	  no	  es	   tan	   intensa	   como	   la	  de	  otros	  modelos	  químicos.	  La	  
edad	  de	  18-­‐20	  semanas	  parece	  adecuada	  para	  evaluar	  la	  inflamación	  cólica,	  como	  
nuestro	  grupo	  ha	  publicado	  previamente	  (4).	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Sin	   embargo,	   el	   papel	   de	   LXR	   no	   había	   sido	   estudiado	   previamente	   en	   el	  
ratón	  IL-­‐10-­‐/-­‐.	  
	  
La	  expresión	  de	  LXR	  y	  sus	  genes	  diana	  está	  disminuida	  en	  el	  colon	  del	  ratón	  
deficiente	  en	  IL-­‐10	  
En	   la	   presente	   tesis	   hemos	   abordado	   el	   estudio	   de	   la	   implicación	   de	   LXR	   en	   el	  
colon	  de	   los	   ratones	  por	   IHQ,	  diferenciando	   la	  positividad	  epitelial	  y	  no	  epitelial,	  
con	   el	   objetivo	   de	   investigar	   el	   papel	   de	   LXR	   en	   el	   epitelio	   del	   colon.	   Dicha	  
tinción	   mostró	   que	   el	   porcentaje	   de	   núcleos	   positivos	   para	   LXRαβ	   estaba	  
significativamente	   disminuido	   en	   los	   animales	   IL-­‐10-­‐/-­‐,	   y	   que	   esta	   disminución	  
tenía	  lugar	  en	  el	  epitelio	  y	  a	  expensas	  de	  LXRβ.	  Así	  mismo,	  la	  expresión	  molecular	  
de	  LXRα	  y	  β	  en	  el	  colon	  de	  los	  ratones	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  fue	  menor	  que	  en	  el	  ratón	  Wild-­‐type,	  
así	  como	  la	  expresión	  de	  sus	  genes	  diana	  ABCA1	  y	  FAS.	  En	  este	  sentido,	  estudios	  
previos	  muestran	  que	   la	   IL-­‐10	  aumenta	   la	  excreción	  de	  colesterol	  en	  macrófagos	  
cargados	   de	   lípidos	   por	   un	   aumento	   de	   la	   expresión	   de	   ABCA1	   y	   ABCG1,	   y	  
observaron	  que	  la	  activación	  de	  LXR	  potenció	  este	  efecto	  por	  medio	  del	  aumento	  
de	   la	   expresión	   del	   receptor	   de	   IL-­‐10	   (232).	   También	   se	   ha	   demostrado	  
previamente	  que	  ambas	   isoformas	  de	  LXR	  se	  expresan	  en	  el	   colon	   (233),	   si	  bien	  
LXRβ 	   se	   ha	   relacionado	   con	   la	   actividad	   anti-­‐inflamatoria	   (170,	   171)	   y	   anti-­‐
proliferativa	   (164)	   en	   este	   órgano.	   Por	   otro	   lado,	   la	   valoración	   a	   gran	   aumento	  
permitió	   observar	   un	   comportamiento	   equiparable	   al	   del	   colon	   humano	   y	   que	  
sugiere	   un	   tráfico	   núcleo-­‐citoplasmático	   de	   LXR:	   las	   células	   epiteliales	   del	  
modelo	   de	   ileocolitis	   presentan	   habitualmente	   ausencia	   de	   positividad	   nuclear	  
para	   LXRαβ,	   pero	   a	   este	   hecho	   le	   acompaña	   la	   positividad	   citoplasmática.	   Este	  
hecho	  también	  se	  ha	  demostrado	  para	  LXRα	  y	  β.	  Teniendo	  además	  en	  cuenta	   los	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datos	  comentados	  previamente	  sobre	   la	  presencia	   citoplasmática	  de	  LXR	  –puede	  
ocurrir	   cuando	   LXRβ	   no	   se	   encuentra	   unido	   a	   un	   ligando–	   es	   probable	   que	   la	  
ausencia	  nuclear	  de	  LXRαβ,	  y	  por	  lo	  tanto de	  LXRβ	   se	  deba	  a	  que	  no	  está	  unido	  a	  
un	  ligando	  y	  por	   lo	  tanto	  no	  esté	  ejerciendo	  su	  función	  anti-­‐inflamatoria	  sobre	   la	  
transcripción,	  representando	  un	  posible	  motivo	  del	  origen	  y	  la	  perpetuación	  de	  la	  
inflamación	  epitelial.	  
LXR	   ha	   sido	   muy	   estudiado	   en	   el	   macrófago,	   que	   indudablemente	   tiene	  
importancia	  en	   la	  EII,	  pero	  cuyo	  protagonismo	  debe	  ser	  compartido	  con	   la	  célula	  
epitelial.	   Los	   resultados	   de	   esta	   tesis	   sugieren	   un	   papel	   relevante	   de	   LXR,	   y	  
fundamentalmente	  de	  LXRβ	  en	  el	  control	  de	   las	  rutas	   inflamatorias	  en	  el	  epitelio	  
del	  colon,	  y	  por	  ello	  nuestro	  estudio	  se	  complementa	  con	  el	  uso	  de	  los	  cultivos	  de	  
una	   línea	   celular	   de	   epitelio	   intestinal	   para	   los	   experimentos	   relativos	   al	  
mecanismo	  y	  función	  de	  este	  receptor.	  	  
	  
La	   IL-­‐1β 	   activa	   la	   secreción	   de	   quimiocinas	   en	   el	   epitelio	   en	   cultivo	   y	  
disminuye	  la	  expresión	  de	  ABCA1	  
La	  IL-­‐1β	  es	  secretada	  por	  monocitos	  y	  macrófagos	  estimulados	  en	  el	  tejido	  
dañado	   y	   activa	   la	   cascada	   inflamatoria	   y	   el	   daño	   tisular	   junto	   a	   otras	   citocinas	  
(234),	  siendo	  uno	  de	  los	  mediadores	  clave	  en	  la	  inflamación	  mucosa	  que	  ocurre	  en	  
la	  EII	  (94).	  Su	  unión	  al	  receptor	  de	  IL-­‐1	  activa	  la	  cascada	  de	  señalización	  de	  NF-­‐κB	  
que	   desencadena	   el	   aumento	   de	   la	   producción	   de	   otros	   mediadores	  
proinflamatorios	  como	  TNF,	  IL-­‐6	  e	  IL-­‐12	  (235),	  así	  como	  promueve	  la	  migración	  de	  
neutrófilos	  (236).	  De	  hecho,	  la	  activación	  de	  este	  receptor	  desencadena	  una	  vía	  de	  
señalización	  compartida	  con	  la	  de	  la	  activación	  de	  TLR,	  importante	  mediador	  de	  la	  
respuesta	   inmune	   tras	   interaccionar	   con	   PAMPS	   y	   actor	   fundamental	   en	   la	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etiopatogenia	   de	   la	   EII,	   por	   lo	   cual	   la	   utilización	   de	   IL-­‐1β	   nos	   pareció	  
especialmente	   pertinente.	   Además,	   ciertas	   líneas	   celulares	   entre	   las	   que	   se	  
encuentran	  Caco-­‐2,	  utilizada	  en	  esta	  tesis,	  no	  responden	  de	  manera	  homogénea	  a	  
otros	  estímulos	  pro-­‐inflamatorios	  como	  LPS	  (237).	  Llamativamente,	  se	  ha	  descrito	  
en	  macrófagos	  que	  la	  activación	  de	  TLR	  inhibe	  la	  función	  de	  transcripción	  de	  LXR	  
(167),	  y	  de	  hecho	  también	  se	  ha	  descrito	  ese	  mismo	  efecto	  con	  el	  estímulo	  con	  IL-­‐
1β	  (168),	  aspecto	  que	  se	  ha	  comprobado	  en	  esta	  tesis	  observando	  un	  descenso	  de	  
ABCA1	   tras	   la	   administración	  de	   IL-­‐1β.	   Este	   efecto	  no	  había	   sido	  demostrado	  en	  
CEI	  en	  cultivo.	  La	  IL-­‐1β	  está	  aumentada	  en	  el	  colon	  inflamado	  de	  los	  pacientes	  con	  
EII	  y	  en	  modelos	  animales	  (238-­‐240),	  y	  parece	  tener	  una	  importancia	  crucial	  en	  el	  
desarrollo	   de	   la	   inflamación	   intestinal.	   De	   hecho,	   la	   administración	   de	   un	  
bloqueante	  del	  receptor	  de	  IL-­‐1β	  ha	  conseguido	  mejorar	  algunos	  modelos	  agudos	  
de	  inflamación	  intestinal	  (241).	  Nuestros	  datos	  demuestran	  que	  las	  células	  Caco-­‐2	  
estimuladas	  con	  IL-­‐1β	  son	  un	  modelo	  válido	  de	  inflamación	  de	  la	  CEI	  observándose	  
un	   incremento	   de	   IL-­‐8	   y	   CCL-­‐28.	   En	   contraste	   con	   los	   hallazgos	   en	   el	   colon	   del	  
ratón,	   CCL-­‐28	   presentó	   un	   aumento	   tras	   la	   estimulación	   con	   IL-­‐1β,	   efecto	   que	  
había	  sido	  descrito	  previamente	  en	  líneas	  celulares	  de	  colon	  en	  cultivo	  y	  asociado	  
al	  menos	  en	  parte	  con	  la	  vía	  de	  NF-­‐κB	  (104),	  no	  así	  tras	  la	  estimulación	  con	  TNF-­‐α,	  
IFN-­‐γ	   o	   IL-­‐6.	   Por	   otro	   lado,	   otro	   estudio	   con	   células	   Caco-­‐2	   demostró	   que	   la	  
sobreexpresión	   de	   mediadores	   pro-­‐inflamatorios	   tras	   la	   estimulación	   con	   IL1-­‐β	  
estaba	   mediada	   por	   la	   activación	   de	   NADPH	   oxidasa,	   aumento	   de	   las	   especies	  
reactivas	  de	  oxígeno	  y	  consecuente	  activación	  de	  la	  vía	  de	  NF-­‐κB	  (242).	  Por	  último,	  
el	  efecto	  de	  la	  IL-­‐1β	  sobre	  la	  cantidad	  total	  de	  LXR	  es	  variable	  en	  la	  literatura.	  En	  
esta	  tesis	  no	  se	  observaron	  cambios	  significativos	  en	  la	  expresión	  de	  LXR	  α	  y	  β,	  si	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bien	  un	  estudio	  previo	  en	  células	  tubulares	  renales	  mostró	  una	  disminución	  de	  la	  
expresión	  génica	  de	  LXRα	  sin	  alterar	  la	  de	  LXRβ	  (243).	  	  
	  
La	  activación	  de	  LXR	   tiene	  un	  efecto	  anti-­‐inflamatorio	  mediado	  por	  p44-­‐42	  
MAP	  quinasas	  y	  NF-­‐κB	  	  
Estudios	  previos	  han	  mostrado	  el	  efecto	  anti-­‐inflamatorio	  de	  LXR	  (165,	  166,	  
170),	  si	  bien	  en	  general	  se	  han	  centrado	  en	  el	  macrófago	  como	  célula	  efectora.	  Esta	  
célula	  esencial	  en	  la	  respuesta	  inmune	  innata	  y	  la	  respuesta	  inflamatoria	  reside	  a	  
nivel	  intestinal	  en	  la	  lámina	  propria.	  Nuestro	  objetivo	  fundamental	  ha	  sido	  valorar	  
el	   efecto	   a	   nivel	   del	   epitelio	   intestinal.	   Así,	   la	   administración	   de	   GW3965	  
condicionó	  una	  disminución	  de	  la	  expresión	  de	  IL-­‐8	  y	  CCL-­‐28	  en	  CEI	  en	  cultivo,	  y	  
de	  la	  fracción	  proteica	  de	  IL-­‐8	  en	  el	  medio	  de	  cultivo.	  
El	  mecanismo	  de	  este	  efecto	  anti-­‐inflamatorio	  puede	  ser	  explicado	  al	  menos	  
en	  parte	  por	  la	  modulación	  de	  la	  ruta	  de	  NF-­‐κB.	  En	  esta	  tesis	  la	  estimulación	  de	  las	  
células	  Caco-­‐2	  con	  IL-­‐1β	  condicionó	  la	  activación	  de	  la	  vía	  de	  NF-­‐κB	  con	  el	  paso	  de	  
su	   subunidad	   p65	   al	   núcleo	   de	   las	   CEI,	   y	   se	   observó	   que	   el	   pre-­‐tratamiento	   con	  
GW3965	   disminuyó	   la	   traslocación	   nuclear	   de	   p65.	   La	   expresión	   de	   NF-­‐κB	   está	  
fuertemente	  aumentada	  en	  los	  macrófagos	  y	  las	  células	  epiteliales	  del	  intestino	  de	  
los	  pacientes	  con	  EII,	   se	  acompaña	  de	  secreción	  de	  TNFα,	   IL-­‐1	  e	   IL-­‐6	   (244),	  y	   se	  
correlaciona	   con	   la	   severidad	   de	   la	   inflamación	   (245).	   Por	   otro	   lado,	   también	  
hemos	  demostrado	  que	   la	   estimulación	   con	   IL-­‐1β	   condiciona	   fosforilación	  de	   las	  
MAP	   quinasas	   p44-­‐42,	   y	   el	   pre-­‐tratamiento	   con	   GW3965	   disminuyó	   dicha	  
fosforilación.	   Se	   ha	   visto	   que	   la	   expresión	   de	   las	   MAP	   quinasas	   p44-­‐42	   está	  
aumentada	  en	   los	  colonocitos	  y	   las	  células	  de	   la	   lámina	  propria	  de	  pacientes	  con	  
EII,	  y	  su	  fosforilación	  está	  aumentada	  en	  las	  fases	  activas	  de	  la	  EII	  (246).	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Ambas	  rutas	  son	  especialmente	  importantes	  en	  el	  desarrollo	  y	  perpetuación	  
de	   la	   actividad	   inflamatoria	   en	   la	   EII	   (247,	   248)	   y	   por	   ello	   la	   activación	   de	   LXR	  
puede	  representar	  una	  pertinente	  opción	  terapéutica	  en	  esta	  enfermedad.	  	  
	  
ABCA1	   tiene	   un	   papel	   mediador	   en	   el	   efecto	   anti-­‐inflamatorio	   y	   anti-­‐
proliferativo	  de	  LXR	  
Se	   ha	   demostrado	   en	   estudios	   previos	   en	   CEI	   de	   colon	   así	   como	   en	  
macrófagos	  y	  en	  células	  epiteliales	  pulmonares	  una	  disminución	  de	  ABCA1	  tras	  la	  
estimulación	   con	   moléculas	   pro-­‐inflamatorias	   como	   IL-­‐1β	   (168,	   187)	   o	   TNFα	  
(186).	   Se	   postula	   que	   dicha	   acción	   podría	   estar	   mediada	   por	   la	   vía	   de	   LXR,	   o	  
directamente	   por	   NF-­‐κB,	   aunque	   no	   hay	   consenso	   sobre	   ello	   (187).	   Así	   mismo,	  
ABCA1	   parece	   una	   molécula	   clave	   en	   la	   cascada	   inflamatoria	   acontecida	   en	   los	  
macrófagos	  (177,	  178),	  ya	  que	   la	  ausencia	  de	  expresión	  de	  ABCA1	  condicionó	  un	  
aumento	   de	   las	   citocinas	   pro-­‐inflamatorias,	   y	   también	   la	   pérdida	   del	   efecto	  
beneficioso	  del	  agonista	  de	  LXR.	  Esta	  importancia	  en	  la	  actividad	  anti-­‐inflamatoria	  
de	  ABCA1	  se	  debe	  al	  menos	  en	  parte	  a	   la	  capacidad	  de	  disminuir	  el	  contenido	  de	  
colesterol	   y	   la	   migración	   de	   los	   TLR	   hacia	   las	   balsas	   lipídicas,	   con	   posterior	  
disminución	   de	  NF-­‐κB	   y	   TNF-­‐α	   (181,	   183).	   La	  célula	  epitelial	   es	   un	   elemento	   de	  
gran	  relevancia	  en	  el	  transporte	  reverso	  de	  colesterol,	  junto	  con	  el	  macrófago.	  En	  
esta	  tesis	  utilizamos	  la	  glibenclamida	  como	  inhibidor	  farmacológico	  para	  valorar	  la	  
importancia	  de	  ABCA1.	  La	  atenuación	  de	  la	  fosforilación	  de	  p44-­‐42	  en	  presencia	  de	  
IL-­‐1β	  condicionada	  por	  GW3965	  se	  vio	  inhibida	  por	  el	  uso	  de	  glibenclamida.	  Este	  
resultado	   sugiere	   la	   dependencia	   al	   menos	   parcial	   de	   ABCA1	   en	   el	   efecto	   anti-­‐
inflamatorio	  del	  agonista	  de	  LXR,	  si	  bien	  estos	  datos	  debieran	  complementarse	  con	  
otros	   métodos	   de	   inhibición	   como	   siRNA	   para	   ABCA1	   o	   la	   realización	   de	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experimentos	   específicos	   en	   el	   ratón	   ABCA1-­‐/-­‐.	   La	   contribución	   de	   ABCA1	   en	   el	  
efecto	  anti-­‐inflamatorio	  de	  la	  ruta	  de	  LXR	  en	  el	  epitelio	  intestinal	  no	  había	  sido	  
valorada	  previamente.	  Sin	  embargo	  un	  estudio	  en	  células	  epiteliales	  respiratorias	  
estimuladas	  con	  LPS	  sugiere	  que	  el	  efecto	  anti-­‐inflamatorio	  de	  la	  estimulación	  de	  
LXRα	   con	   platicodina	   se	   debe	   a	   la	   disminución	   de	   la	   migración	   de	   TLR-­‐4	   a	   las	  
balsas	   lipídicas	  por	  depleción	  de	  colesterol	  mediada	  por	  el	  eje	  LXR-­‐ABCA1	  (182).	  




Por	  otro	  lado,	  se	  ha	  demostrado	  que	  la	  activación	  de	  LXR	  tiene	  efectos	  anti-­‐
proliferativos	  en	  varias	  líneas	  celulares	  de	  cáncer	  de	  próstata,	  mama,	  glioblastoma,	  
melanoma,	   vesícula	   biliar	   y	   colon	   (159,	   162,	   205,	   249).	   Además,	   en	   el	   cáncer	   de	  
Figura	   41:	   Esquema	   de	   la	   interacción	   entre	   la	   vía	   de	   señalización	   de	   LXR,	   el	   metabolismo	   lipídico	   y	   las	  
citocinas	  pro-­‐inflamatorias.	  La	  activación	  de	  LXR	  por	  los	  oxisteroles	  y	  por	  GW3965	  condiciona	  aumento	  de	  la	  
transcripción	  de	  sus	  genes	  dianas,	  entre	  ellos	  ABCA1	  y	  ABCG1,	  relacionados	  con	  la	  excreción	  de	  colesterol.	  La	  
disminución	  del	  colesterol	  condiciona	  cambios	  en	  los	  lipid	  rafts	  o	  balsas	  lipídicas,	  que	  disminuyen	  la	  activación	  
de	  los	  receptores	  TLR-­‐4	  e	  IL1R,	  disminuyendo	  la	  activación	  de	  la	  vía	  de	  NF-­‐κB	  y	  de	  las	  MAP	  quinasas.	  	  	  
	  
	  











colon	  este	  efecto	  de	  LXR	  parece	  mediado	  por	  LXRβ	  por	  medio	  de	  la	  piroptosis	  por	  
aumento	   de	   caspasa-­‐1	   (164).	   Por	   todo	   ello	   quisimos	   valorar	   la	   importancia	   de	  
ABCA1	  en	  el	  efecto	  anti-­‐proliferativo	  de	  LXR,	  y	  se	  observó	  que	  la	  atenuación	  de	  la	  
fosforilación	  de	  AKT	  con	  GW3965	  desaparece	  también	  con	  el	  uso	  de	  glibenclamida.	  
El	  desarrollo	  de	  cáncer	  de	  colon	  en	  los	  pacientes	  con	  CU	  tiene	  una	  incidencia	  anual	  
de	  aproximadamente	  1/500-­‐1600	  pacientes	  al	  año	  (250),	  está	  ligado	  a	  la	  extensión	  
de	  la	  inflamación	  del	  colon	  (251)	  y	  a	  la	  severidad	  histológica	  de	  la	  misma	  (252),	  y	  
nace	   del	   epitelio.	   Las	   estrategias	   actuales	   de	   prevención	   y	   diagnóstico	   precoz	   se	  
basan	   en	   las	   colonoscopias	   periódicas	   con	   toma	   de	   biopsias	   aleatorias	   por	  
segmentos	  en	   los	   casos	  en	   los	  que	  no	   se	  observen	   lesiones	   sospechosas.	  En	  otro	  
orden	   de	   cosas,	   la	   forma	   fosforilada	   de	   AKT	   fosforila	   e	   inactiva	   a	   la	   quinasa	  
supresora	   de	   tumores	   GSK-­‐3β,	   regulando	   la	   supervivencia,	   ciclo	   y	   crecimiento	  
celulares.	   Las	   mutaciones	   de	   AKT	   que	   activan	   en	   exceso	   dicha	   vía	   han	   sido	  
identificadas	  en	  el	  cáncer	  de	  mama,	  colorectal	  y	  de	  ovario	  (253).	  Se	  ha	  visto	  que	  
esta	  vía	   está	   sobre-­‐expresada	  en	  el	   cáncer	   colorectal	   asociado	  a	   colitis	   (254).	  En	  
esta	   tesis	   el	   contaje	   de	   LXR	   en	   las	   biopsias	   humanas	   del	   segmento	   inflamado	   se	  
relaciona	   inversamente	   con	   la	   inflamación	   histológica	   y	   con	   la	   edad,	   ambos	  
factores	  que	  pueden	  condicionar	  aumento	  del	   riesgo	  de	  degeneración	  neoplásica	  
de	   la	  mucosa.	   La	   ausencia	   de	   pacientes	   con	   cáncer	   de	   colon	   o	   displasia	   en	   esta	  
cohorte	  impide	  hacer	  valoraciones	  pronósticas	  a	  este	  respecto,	  sin	  embargo	  parece	  
prometedor	  el	  estudio	  de	  la	  cuantificación	  de	  LXR	  en	  el	  segmento	  inflamado	  y	  su	  
relación	   con	   aparición	   futura	   de	   cáncer	   o	   displasia.	   Por	   otro	   lado,	   el	   efecto	   anti-­‐
proliferativo	  de	  LXR	  en	  el	  epitelio	   intestinal	  está	  mediado	  al	  menos	  parcialmente	  
por	  ABCA1,	  hallazgo	  no	  conocido	  previamente.	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La	  Figura	  42	  muestra	  nuestra	  propuesta	  de	  funcionamiento	  de	  la	  ruta	  LXR-­‐
ABCA1	   en	   el	   epitelio	   intestinal	   tanto	   en	   condiciones	   de	   homeostasis	   como	   en	  




Figura	   42:	   Funcionamiento	   de	   la	   ruta	   LXR-­‐ABCA1	   en	   el	   epitelio	   intestinal	   tanto	   en	   condiciones	   de	  
homeostasis	  como	  en	  condiciones	  de	  inflamación.	  En	  situación	  de	  equilibrio	  los	  oxisteroles	  sintetizados	  en	  
la	   célula	   epitelial	   intestinal	   activan	   a	   LXR	   que	   inicia	   la	   transcripción	   de	   genes,	   entre	   ellos	   ABCA1.	   El	  
aumento	  de	  producción	  de	  ABCA1	  aumenta	  la	  excreción	  de	  colesterol,	  disminuyendo	  el	  colesterol	  de	  las	  
balsas	   lipídicas	   por	   lo	   que	   hay	  menos	   activación/migración	   de	   TLR4,	  menos	   reclutamiento	   de	  MyD88,	  
menor	  producción	  de	  citocinas	  proinflamatorias	  y	  menos	  activación	  de	  la	  ruta	  de	  AKT	  y	  mantenimiento	  de	  
la	  apoptosis.	  En	  el	  contexto	  de	  la	  inflamación	  epitelial	  la	  reducción	  de	  LXR,	  de	  su	  localización	  nuclear	  o	  de	  
los	  oxisteroles	  disminuye	  la	  activación	  de	  LXR	  y	  la	  transcripción	  de	  sus	  genes	  diana,	  incluido	  ABCA1.	  Esto	  
condiciona	  un	  aumento	  del	  colesterol	  intracelular,	  mayor	  saturación	  de	  colesterol	  de	  las	  balsas	  lipídicas	  y	  
con	   ello	   aumento	   de	   la	   activación	   de	  TLR4,	   del	   reclutamiento	   de	  MyD88,	   de	   la	   producción	   de	   citocinas	  
proinflamatorias	   y	   de	   la	   activación	   de	   la	   ruta	   de	   AKT	   y	   consecuentemente	   una	  menor	   activación	   de	   la	  
apoptosis	  y	  mayor	  potencial	  de	  degeneración	  neoplásica.	  
	  
	  











En	  la	  Figura	  43	  se	  propone	  una	  teoría	  sobre	  la	  etiopatogenia	  de	   la	  EII	  que	  





Puntos	  fuertes	  y	  débiles	  generales.	  Perspectivas	  futuras	  
Como	   puntos	   fuertes	   del	   presente	   estudio	   cabe	   destacar	   su	   carácter	  
traslacional,	  comprobando	  la	  similitud	  de	  los	  hallazgos	  entre	  las	  biopsias	  de	  colon	  
humanas	   de	   pacientes,	   el	   modelo	   murino	   de	   ileocolitis	   genética	   y	   los	   cultivos	  
celulares	   con	   estimulación	   con	   citocinas.	   Cada	   una	   de	   las	   tres	   aproximaciones	  
permite	   extraer	   conclusiones	   sólidas	   y	   complementarse.	   El	   estudio	   en	   biopsias	  
humanas	   muestra	   las	   diferencias	   en	   LXR	   debido	   a	   que	   se	   utiliza	   como	   control	  
tanto	   biopsias	   de	   colon	   de	   pacientes	   sin	   enfermedad	   como	   de	   un	   segmento	   de	  
colon	   indemne	   del	   propio	   paciente,	   con	   lo	   que	   aumenta	   la	   validez	   interna	   del	  
estudio.	   Si	  bien	  existen	  múltiples	  modelos	  animales,	   se	  ha	  decidido	   la	  utilización	  
del	  modelo	   de	   IL-­‐10-­‐/-­‐	  debido	  a	  su	  mayor	  similitud	  con	  el	  humano.	  Esto	  da	  más	  
Figura	  43:	  Teoría	  etiopatogénica	  de	  la	  EII	  implicando	  a	  la	  ruta	  LXR-­‐ABCA1.	  	  
	  
	  











validez	  translacional	  al	  estudio	  con	  ratones.	  Hemos	  utilizado	  técnicas	  novedosas,	  
como	   el	   contaje	   nuclear	   en	   la	   IHQ	   de	   ratones	   identificando	   los	   diferentes	  
compartimentos	   del	   corte,	   lo	   cual	   ha	   permitido	   centrar	   el	   estudio	   en	   el	   epitelio.	  
Existen	   otras	   patologías	   en	   las	   que	   la	   valoración	   IHQ	   y	   el	   contaje	   de	   células	  
positivas	   tiene	   un	   gran	   valor	   diagnóstico	   en	   la	   práctica	   clínica	   habitual	   como	   el	  
contaje	  de	  linfocitos	  intra-­‐epiteliales	  en	  la	  enfermedad	  celiaca	  por	  medio	  de	  la	  IHQ	  
CD3+	   (255),	   o	   el	   contaje	   de	   los	   eosinófilos	   intra-­‐epiteliales	   en	   la	   esofagitis	  
eosinofílica	  (256).	  	  	  
	   Como	   puntos	   débiles	   cabe	   destacar,	   en	   primer	   lugar,	   que	   el	  
pequeño	   tamaño	  muestral	   del	   estudio	   en	  humanos	  ha	   impedido	   relacionar	   los	  
niveles	   de	   LXR	   con	   variables	  pronósticas	   que	   no	   estaban	   casi	   representadas	   en	  
nuestra	   serie	   como	   son	   las	   hospitalizaciones,	   la	   necesidad	   de	   cirugía	   o	   de	  
intensificar	   el	   tratamiento,	   la	   presencia	   de	   displasia	   y	   la	   aparición	   de	   CCR	   en	   el	  
seguimiento,	  hecho	  posiblemente	  relacionado	  con	  que	  la	  mayoría	  de	  los	  pacientes	  
estaban	  en	  remisión	  clínica.	  Este	  aspecto,	  unido	  a	  que	  no	  se	  incluyeron	  pacientes	  
con	   inflamación	   epitelial	   diferente	   a	   la	   EII	   como	   la	   colitis	   infecciosa	   o	   la	  
diverticulitis	   aguda	   y	   que	   no	   se	   ha	   llevado	   a	   cabo	   un	   estudio	   de	   rendimiento	  
diagnóstico	  han	  impedido	  extraer	  conclusiones	  sólidas	  acerca	  de	  la	  utilidad	  de	  LXR	  
en	  el	  diagnóstico	  de	  la	  EII.	  Así	  mismo,	  la	  representación	  de	  los	  subtipos	  de	  EII	  en	  
la	  valoración	  por	  IHQ	  no	  ha	  sido	  homogénea	  ya	  que	  la	  CU	  era	  predominante	  (6	  de	  7	  
pacientes	  incluidos).	  Por	  otro	  lado,	  el	  estudio	  del	  efecto	  anti-­‐proliferativo	  de	  LXR	  
requiere	   ampliar	   la	   valoración	   hacia	   otras	   vías	   de	   apoptosis,	   así	   como	   su	  




El	  presente	  trabajo	  ha	  explorado	  a	   fondo	  la	  relación	  entre	  LXR	  y	  el	  proceso	  
inflamatorio	   ocurrido	   en	   el	   colon	   de	   pacientes	   con	   EII,	   en	   el	   ratón	   IL-­‐10-­‐/-­‐	   y	   en	  
células	   bajo	   diferentes	   estímulos.	   Sin	   embargo,	   existen	   varias	   líneas	   de	  
investigación	  interesantes	  que	  son	  potencialmente	  explorables:	  
En	   la	   investigación	   con	  humanos,	   llevaremos	   a	   cabo	   un	   estudio	   dirigido	   a	  
establecer	  la	  utilidad	  diagnóstica	  y	  pronóstica	  de	  LXR	  en	  una	  muestra	  amplia	  de	  
pacientes	  con	  EII,	  incluyendo	  como	  controles	  pacientes	  con	  patología	  inflamatoria	  
como	   colitis	   infecciosa	   y	   diverticulitis.	   Así	   mismo,	   es	   interesante	   ampliar	   la	  
valoración	   descriptiva	   de	   LXR	   en	  otros	   órganos	   como	   el	   íleon,	   del	   cual	   pueden	  
tomarse	   biopsias	   en	   la	   misma	   colonoscopia,	   y	   está	   también	   implicado	   en	   la	  
inflamación	  que	  ocurre	  en	  la	  EC.	  Por	  otro	  lado,	  la	  valoración	  en	  piezas	  quirúrgicas	  
de	   pacientes	   con	   determinadas	   situaciones	   clínicas	   como	   el	   brote	   fulminante	   de	  
colitis,	   cáncer	   de	   colon,	   o	   la	   displasia	   de	   alto	   grado	   parece	   interesante.	   Además	  
permitiría	   evaluar	   el	   gradiente	   cripta-­‐epitelio	   de	   los	   receptores	   nucleares	   (257),	  
con	   posible	   implicación	   clínica.	   La	   relación	   entre	   LXR	   y	   displasia	   del	   epitelio	  
cólico,	  y	  entre	  los	  niveles	  de	  LXR	  en	  el	  segmento	  sano	  y	  la	  progresión	  proximal	  
de	  la	  CU,	  son	  aspectos	  relevantes	  que	  serán	  explorados.	  Según	  lo	  evaluado	  en	  este	  
trabajo,	  una	  de	  las	  vías	  relacionadas	  con	  la	  apoptosis	  parece	  relacionada	  con	  el	  eje	  
LXR-­‐ABCA1,	  y	  un	  estudio	  retrospectivo	  que	  pudiese	  demostrar	  alteración	  de	  estos	  
receptores	  años	  antes	  de	  la	  aparición	  de	  la	  displasia	  sería	  de	  gran	  utilidad	  clínica.	  
Así	  mismo,	  la	  regulación	  del	  propio	  LXR	  se	  desconoce,	  y	  podría	  estar	  relacionada	  
con	   la	  microbiota	   y	   el	   butirato	   como	   se	   ha	   expuesto	   previamente,	   pero	   también	  
podría	   relacionarse	   con	   los	   microARN,	   ácidos	   nucleicos	   no	   codificantes	   que	  
participan	   en	   la	   diferenciación	   celular,	   proliferación,	   apoptosis	   y	   otras	   rutas	  
metabólicas	  como	  la	  síntesis	  de	  triglicéridos	  y	  colesterol	  (258).	  	  Así,	  hay	  creciente	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interés	  actualmente	  por	  la	  posible	  implicación	  de	  los	  microARN	  en	  el	  desarrollo	  de	  
procesos	   inflamatorios	   como	   la	  EII,	   ya	  que	   cumplen	   importantes	   funciones	   en	   la	  
organización	   epitelial	   y	   en	   la	   función	   de	   barrera	   del	   epitelio	   intestinal	   (259).	  
Además,	   se	   ha	   identificado	   que	   LXRα	   es	   un	   gen	   diana	   del	   microARN	   155,	   y	   los	  
ratones	  deficientes	  en	  este	  microARN	  presentan	  niveles	  más	  altos	  tanto	  de	  LXRα	  
como	   de	   ABCA1	   (260),	   constituyendo	   una	   posible	   vía	   de	   regulación	   de	   LXR.	   De	  
hecho,	  el	  microARN	  155	  ha	  mostrado	  importantes	  funciones	  pro-­‐inflamatorias	  en	  
macrófagos	   intestinales	   derivados	   de	   biopsias	   de	   pacientes	   con	   EII	   (261).	   Por	  
último,	   el	   estudio	   de	   polimorfismos	   del	   gen	   LXR	   en	  pacientes	   con	  EII	   también	  
puede	   ayudar	   a	   entender	   la	   patogenia	   de	   la	   enfermedad.	   De	   hecho,	   un	   estudio	  
danés	  sugirió	  que	  la	  presencia	  de	  polimorfismos	  de	  LXR	  condiciona	  un	  aumento	  de	  
riesgo	  de	  padecer	  EII	  (262).	  
En	  ratones	  nuestro	  estudio	  podría	  ir	  dirigido	  a	  un	  estudio	  experimental	  en	  
ratones	   con	   un	   agonista	   de	   LXR.	   Estudios	   previos	   han	   utilizado	   el	   GW3965	   por	  
sondaje	   gástrico	   durante	   4-­‐10	   días	   a	   una	   dosis	   de	   30	   mg/kg	   (141,	   171,	   263),	  
mientras	  que	  otros	  han	  utilizado	   el	   agonista	  T0901317	  por	   vía	   intraperitoneal	   a	  
una	   dosis	   de	   30-­‐50	   mg/kg	   durante	   3-­‐7	   días	   (264,	   265)	   o	   incluso	   un	   agonista	  
exclusivamente	   intestinal	   (141).	   Con	   un	   tamaño	   muestral	   adecuado,	   incluyendo	  
ratones	  salvajes	  e	  IL-­‐10-­‐/-­‐	  y	  probablemente	  manteniendo	  un	  tiempo	  de	  tratamiento	  
largo	  por	  el	  carácter	  crónico	  de	  nuestro	  modelo	  esperamos	  obtener	  conclusiones	  
sobre	  la	  capacidad	  de	  LXR	  de	  revertir	  la	  inflamación	  ileocólica.	  Además	  podríamos	  
completar	   la	   valoración	   de	   estos	   ratones	   con	  medición	   de	   la	   permeabilidad	  
intestinal	   in	   vivo	   utilizando	   fluoresceína	   isotiocianato	   (FITC)-­‐dextrano,	   una	  
molécula	  que	  se	  administra	  por	  vía	  oral	  y	  difunde	  pasivamente	  a	  través	  del	  epitelio	  
intestinal,	   pudiendo	   ser	   analizada	   en	   el	   plasma	   por	   fluorimetría	   (266).	   Por	   otro	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lado,	   el	   estudio	   de	   LXR	   en	   ratones	   de	   edades	   más	   precoces	   en	   los	   que	   la	  
inflamación	  aún	  no	  se	  haya	  establecido	  puede	  ayudar	  a	  establecer	  el	  valor	  de	  LXR	  
en	   el	   inicio	   de	   la	   inflamación	   epitelial.	   Por	   último,	   la	   utilización	   de	   ratones	  
modificados	  genéticamente	  para	  que	  no	  expresen	  LXRαβ,	  LXRα	  o	  LXRβ,	  así	  como	  
ratones	  deficientes	  en	  ABCA1,	  puede	  aportar	   información	  muy	  valiosa	  y	  dar	  más	  
solidez	  a	  las	  conclusiones	  de	  este	  trabajo.	  
El	  estudio	  en	  células	  irá	  encaminado	  a	  dilucidar	  aspectos	  mecanísticos	  del	  
efecto	  de	  LXR.	  La	  cuantificación	  del	  colesterol	   celular	  acumulado	  por	  medio	  del	  
uso	   de	   filipina,	   un	   compuesto	   fluorescente	   que	   se	   une	   específicamente	   al	  
colesterol;	   e	   incluso	  el	   estudio	  de	   las	  balsas	   lipídicas.	  La	  utilización	  de	  un	  siARN	  
para	   ABCA1	   en	   el	   cultivo	   celular	   también	   complementará	   el	   estudio	   con	  
glibenclamida,	   su	   inhibidor	   farmacológico.	   En	   nuestro	   laboratorio	   hemos	  
desarrollado	   la	   técnica	   de	   valoración	   de	   la	   resistencia	   transepitelial	   en	   una	  
monocapa	  de	   células	  epiteliales	  en	   cultivo	  de	  dispositivos	   transwell,	   que	  permite	  
valorar	   la	   resistencia	   de	   la	  monocapa	   y	   es	   equiparable	   a	   la	   permeabilidad	   de	   la	  
misma.	  Se	  podrían	  realizar	  experimentos	  dirigidos	  a	  valorar	  dicha	  permeabilidad	  
tras	   la	  estimulación	  con	   IL1-­‐β,	   ya	  que	  se	  ha	  demostrado	  que	  altera	   la	   función	  de	  
barrera	   (200),	  y	   su	  cambio	  con	   la	  activación	  de	  LXR.	  La	  disrupción	  de	   la	  barrera	  
epitelial	   intestinal	   que	   ocurre	   de	   manera	   precoz	   en	   los	   procesos	   inflamatorios	  
podría	  estar	  condicionada	  por	  los	  cambios	  de	  expresión	  de	  LXR	  y	  del	  colesterol	  de	  



































-­‐	  El	  receptor	  LXR	  puede	  jugar	  un	  papel	  relevante	  en	  la	  patogenia	  de	  la	  enfermedad	  
inflamatoria	   intestinal	   como	   pone	   de	   manifiesto	   su	   menor	   expresión	   génica	   y	  
proteica	   en	   el	   colon	   de	   pacientes	   con	   dicha	   enfermedad	   y	   su	   relación	   con	   la	  
actividad	  endoscópica	  e	  histológica.	  	  
-­‐	   Tanto	   la	   expresión	   génica	   como	   la	   función	   de	   LXR	   en	   el	   colon	   de	   ratones	  
deficientes	  en	   interleucina	  10	  están	  disminuidas,	   lo	  que	  se	  correlaciona	  de	  forma	  
inversa	  con	  los	  niveles	  tisulares	  de	  expresión	  de	  interleucina	  1β;	  ello	  sugiere	  una	  
potencial	  asociación	  entre	  la	  pérdida	  de	  función	  de	  LXR	  y	  la	  presencia	  de	  actividad	  
inflamatoria.	  	  
-­‐	   La	   activación	   farmacológica	   de	   LXR	   inhibe	   la	   síntesis	   de	   quimiocinas	   pro-­‐
inflamatorias	  en	  células	  epiteliales	  en	  cultivo	  estimuladas	  con	  interleucina	  1β,	  por	  
lo	   que	   LXR	   puede	   constituir	   una	   nueva	   diana	   terapéutica	   en	   la	   enfermedad	  
inflamatoria	  intestinal.	  
-­‐	  Las	  vías	  efectoras	  de	  NF-­‐κB	  y	  MAP	  quinasas	  son	  las	  responsables	  de	  dicho	  efecto	  
anti-­‐inflamatorio,	   y	   la	   conocida	   relevancia	   patogénica	   de	   estas	   vías	   hace	  	  
especialmente	  pertinente	  el	  planteamiento	  de	  la	  terapia	  de	  activación	  de	  LXR	  en	  la	  
enfermedad	  inflamatoria	  intestinal.	  	  
-­‐	  Se	  ha	  identificado	  ABCA1	  como	  una	  molécula	  clave	  en	  la	  acción	  anti-­‐inflamatoria	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